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Referat: 
In der hier vorgelegten Dissertationsschrift wird der Einfluss der endothelialen Connexine 
(Cx) auf die Angiogenese beschrieben. Connexine bilden Gap Junctions. Das sind 
interzelluläre Kanäle, über die benachbarte Zellen miteinander kommunizieren und kleine 
Moleküle austauschen können. Gap Junctions sind für die Entwicklung und Differenzierung 
von Zellen und Organen essentiell. Endothelzellen exprimieren die Connexine Cx37, Cx40 
und Cx43. Die Angiogenese beschreibt die Bildung neuer Blutgefäße aus bereits 
bestehenden. Sie spielt bei vielen physiologischen und pathologischen Prozessen eine 
Rolle, beispielsweise bei der Wundheilung und Tumorentstehung. In vorherigen Arbeiten 
wurde berichtet, dass Nicotin die Connexinexpression und Angiogenese beeinflussen kann. 
In dieser Arbeit wurde durch Knockdown-Experimente mittel siRNA eine verringerte 
Expression der einzelnen Connexine in venösen Zellen der menschlichen Nabelschnur 
(HUVEC) der Einfluss des Fehlens dieser auf die Angiogenese in der 3D-Kultur (Matrigel) 
untersucht. Es zeigte sich, dass eine Behandlung mit siRNA eine verminderte 
Connexinexpression und interzelluläre Kommunikation bewirkte. Das Fehlen der Connexine 
hatte eine verminderte Angiogenese zur Folge, was sich in einer verminderten Verzweigung 
der Kapillarnetze sowie beim Knockdown von Cx40 und Cx37 in einem schlechteren 
allgemeinen Muster zeigte. Dabei waren die Effekte bei einem Knockdown des Cx43 am 
stärksten ausgeprägt. Eine Behandlung mit dem Gap Junction Blocker Palmitoleinsäure 
zeigte vergleichbare Ergebnisse. Die Inkubation von HUVECs mit Nicotin führte zu einer 
verringerten Expression von Cx37 und Cx43 sowie einer verminderten interzellulären 
Kommunikation. Die mRNA der Connexine war hingegen erhöht exprimiert. Im Angiogenese-
Assay waren die Kapillaren kürzer als bei Kontrollbehandlung der Zellen, die Abzweigungen 
waren vermindert sowie das allgemeine Muster schlechter. Die Zellzahl war hingegen erhöht. 
Auch bei Gewebeproben von Rauchern konnte eine verminderte Expression von Cx37 und 
Cx43 in den Endothelzellen gezeigt werden. Eine Heraufregulation der Connexinexpression 
durch Isoprenalin führte zu entgegengesetzten Effekten. Eine Beteiligung der Connexine am 
Angiogenese-Prozess kann geschlussfolgert werden und so beispielsweise auch eine 
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A.    Arterie 
AIDS    Acquired immunodeficiency syndrome 
APS    Ammoniumpersulfat 
ATP    Adenosintriphosphat 
Aqua dest.   Destilliertes Wasser 
BSA    Bovines Serum Albumin 
cAMP    zyklisches Adenosinmonophosphat 
Cav-1    Caveolin-1 
CHAPS    3-[3-Cholamidopropyl)-dimethyl-ammonio]-1-propansulfonat 
CRP    C-reaktives Protein 
C-Terminus   C-terminale Domäne 
Cx    Connexin 
DAPI    4′,6-Diamidin-2-phenylindol 
DEPC    Diethylpyrocarbonat 
DNA    deoxyribonucleic acid 
DNase    Deoxyribunoklease 
DPBS    Dulbeccos Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung 
EDTA    Ethylendiamintetraessigsäure 
EGTA  Ethylen-Glycol-bis(ß-Aminoethyl-ether)-
N,N,N´,N´Tetraessigsäure     
ER    Endoplasmatisches Retikulum 
FGF    fibroblast growth factor 
FITC    Fluoresceinisothiocyanat 
FKS    Fetales Kälberserum 
GAPDH   Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
HDL    high density lipoprotein 
HEPES    N-(2-Hydroxyethyl]piperazinyl-N´-2-ethansulfonsäure) 
HIF    Hypoxie-induzierter Faktor 
HUVEC   human umbilical vein endothelial cell 
IgG    Immunglobulin G 
IP3    Inositoltriphosphat 
kDa    Kilodalton 
KO    Knockout 
mRNA    messenger ribonucleic acid 





N-Terminus   N-terminale Domäne 
Na2ATP    3,1mM di-Natriumadenosintriphophat 
Na2kreatinphosphat   5mM di-Natriumkreatinphosphat 
NCX-1    Natrium-Calcium-Austauscher 
NO    Stickstoffmonoxid 
PA    palmitoleic acid 
PBS    phosphate buffered saline 
PCR    polymerase chain reaction 
PKC    Proteinkinase C 
PMFS    Phenylmethylsulfonylfluorid 
PVDF    Polyvinylidenfluorid 
RNA    ribonucleic acid 
RNase    Ribonuklease 
scr    scrambled 
SDS    sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 
siRNA    small interfering ribonucleic acid 
SMC    smooth muscle cell 
SUMO    small ubiquitin like modifier proteins 
TEMED   N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin  
TNF α    Tumornekrosefaktor α 
Tris    Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan  
VEGF    vascular endothelial growth factor 
VLDL    very low density lipoprotein 







Die Angiogenese spielt sowohl bei physiologischen Prozessen wie der Wundheilung, der 
Geweberegeneration und dem weiblichen Reproduktionszyklus als auch bei pathologischen 
Prozessen, insbesondere beim Wachstum und der Metastasierung von Tumoren, der 
Rheumatoiden Arthritis und Retinopathien eine wichtige Rolle (Folkman, 1995). 
Im Gegensatz zur Vaskulogenese, der de novo Entstehung von Gefäßen aus endothelialen 
Vorläuferzellen, beschreibt der Terminus Angiogenese die Bildung neuer Blutgefäße aus 
bereits bestehenden (Patan, 2000). Dabei können diese neuen Gefäße durch Aussprossung 
neuer Gefäße aus bereits vorhandenen Kapillaren oder durch Splitten vorhandener Gefäße 
entstehen, letzteres wird auch als Intussuszeption bezeichnet. Bei der Aussprossung neuer 
Gefäße werden zunächst extrazelluläre Matrix und Basalmembran abgebaut, die 
Endothelzellen beginnen durch Chemotaxis zu migrieren und proliferieren. Es bilden sich 
Gefäßschläuche aus, in denen ein Lumen gebildet wird, und es erfolgt die funktionelle 
Reifung des Endothels (Risau, 1997). Die intussuszeptive Angiogenese wurde zuerst bei der 
Bildung von Lungenkapillaren der Ratte entdeckt (Caduff et al., 1986). Zuerst wird durch 
Vorwölbung der gegenüberliegenden Kapillarwände eine Kontaktzone zwischen den 
Endothelzellen der Kapillare hergestellt, anschließend bilden sich durch Perforation des 
endothelialen Bilayers und der Basalmembran transvaskuläre Gewebepfeiler und -septen 
aus, die sich durch Kollageneinlagerungen vergrößern. Das Kollagen wird von 
einwandernden Fibroblasten und Perizyten gebildet. Es kommt zur Teilung der Kapillare 
(Kurz et al., 2002). Die Aussprossung neuer Gefäße aus bereits bestehenden beginnt mit der 
Ausschüttung von VEGF oder anderen proangiogenen Faktoren. An der Stelle der höchsten 
Konzentration an Wachstumsfaktoren wird eine Zelle herausgesucht, die als Sprossspitze 
fungiert, die so genannte tip cell. Sie ist eine hochpolarisierte Endothelzelle, die an ihrer 
Spitze aktinhaltige Filopodien enthält. Diese besitzen Rezeptoren für VEGF und auch für 
andere Wachstumsfaktoren. Die Sprossung der neuen Kapillare kann also gerichtet zur 
Quelle des proangiogenen Faktors erfolgen. Proteolytische Enzyme führen zum Abbau der 
extrazellulären Matrix. Durch Proliferation der auf die tip-cell Endothelzelle folgenden stalk 
cells (Stängelzellen), die durch VEGF gefördert wird, findet eine Elongation des Sprosses 
statt. Durch die Vereinigung zweier tip cells und Bildung eines Lumens entsteht ein neues 





Die Regulation der Angiogenese erfolgt durch Faktoren, die die Angiogenese aktivieren oder 
hemmen. Der Prototyp eines Angiogeneseaktivators ist hierbei VEGF, das bei 
physiologischen und pathologischen Angiogeneseprozessen eine wichtige Rolle spielt 
(Ferrara und Davis-Smyth, 1997). VEGF stimuliert zuerst den Abbau der extrazellulären 
Matrix und anschließend die Migration der Endothelzellen und die Kapillarbildung in vitro 
(Pepper et al., 1996). In vivo konnte gezeigt werden, dass VEGF die Gefäßpermeabilität 
erhöht, ein Schritt, der für den Beginn der Angiogenese sehr wichtig ist. (Dvorak et al., 1995). 
Die Proteinexpression des VEGF wird auch durch so genannte miRNA reguliert. Die 
doppelsträngige miRNA ist 20–24 Basenpaare lang und nicht kodierend. Nach einer 
Prozessierung zu einer einsträngigen RNA hemmt sie die Translation der mRNA von 
Zielproteinen durch sequenzspezifische Anlagerung an den mRNA Strang. Dieser kann dann 
entweder  nicht mehr abgelesen werden oder wird abgebaut (He and Hannon, 2004). Dieses 
Prinzip ist der RNAinterferenz durch siRNA ähnlich, die bei der hier vorliegenden Arbeit 
methodisch genutzt wurde. Es wurde gezeigt, dass miR-15, miR-16, miR-20a und miR20b 
die Expression von  VEGF vermindern können und somit die Angiogenese negativ regulieren 
(Hua et al., 2006). 
Neben VEGF gibt es viele weitere Faktoren, die die Angiogenese beeinflussen. Als 
angiogenesefördernd wurden beispielsweise Wachstumsfaktoren wie der fibroblast growth 
factor (FGF), Bedingungen wie Hypoxie, Hypoglykämie und shear stress und einige 
Entzündungsmediatoren entdeckt. Angiogenesehemmend wirken hingegen Angiostatin, 
Endostatin und TNFα (Zygmunt et al., 2003). 
1.2 Connexine und Gap Junctions 
Der Gap Junction Kanal dient der interzellulären Kommunikation, indem er zwei benachbarte 
Zellen miteinander verbindet. Über ihn können Moleküle bis zu einer Größe von 1kDa 
ausgetauscht werden, unter anderem cAMP, ATP, Calcium-Ionen und IP3 (Giepmans, 2004). 
Er spielt eine wichtige Rolle bei physiologischen Prozessen, beispielhaft seien die 
Embryogenese (Warner et al., 1984), die Regulation des Wachstums (Krutovskikh, 2000) 
und die Entwicklung von Zellen und Organen genannt (Zhang et al., 2003; Burt et al., 2008; 
Simon und McWorther, 2003b). So hängt die Zellmotilität von Fibroblasten mit der Cx43-
Expression zusammen: Wurde Cx43 vermehrt exprimiert, war die Motilität gesteigert, bei 
einem Knockdown erniedrigt (Matsuuchi et al., 2013). Auch die Regulation der Apoptose 
erfolgt mittels Kommunikation über Gap junctions, wobei Cx43 einen größeren Einfluss hat 
als Cx40 und Cx37 (Kameritsch et al., 2013), ebenso wird die Mitoserate von 
Zellpopulationen durch Kopplung der Zellen über Gap Junctions begrenzt (Joshi et al., 2012; 





Junctions und eine verminderte Connexinexpression mit der Entstehung von Tumoren einher 
(Kar et al., 2012; Spath et al., 2013). Eine bedeutende Rolle bei der Kontrolle des 
Zellwachstums wird dabei dem C-Terminus des Cx43 zugeschrieben. Zhang et al. (2003) 
zeigten, dass der C-Terminus des Cx43 diffus in der Zelle lokalisiert sein kann, 
beispielsweise auch im Nukleus, und zu einer Inhibition des Zellwachstums führen kann, 
eine Cx43-Überexpression führte auch hier zu einem Zellzyklusarrest. Die 
Wachstumshemmung konnte jedoch auch bei Connexinmutanten gefunden werden, die 
keinen C-Terminus exprimieren (Omori und Yamasaki, 1999). 
 
Ein Gap Junction Kanal besteht aus zwei Halbkanälen, genannt Connexone, wobei von zwei 
benachbarten Zellen jede ein Connexon zum Gap Junction Kanal beisteuert. Ein Connexon 
wird aus sechs Protein-Untereinheiten, den Connexinen, aufgebaut (Unwin und Zampighi, 
1980), wobei ein Connexin jeweils vier Transmembrandomänen enthält, zwischen der ersten 
und zweiten und zwischen der dritten und vierten Transmembrandomäne ist jeweils eine 
extrazelluläre Schleife lokalisiert. Zytoplasmatisch finden sich der N- und der C-Terminus 
sowie eine intrazelluläre Schleife zwischen der zweiten und dritten Transmembrandomäne 
(Söhl und Willecke, 2004). Die extrazellulären Schleifen enthalten jeweils drei hoch 
konservierte Cysteinreste, die vermutlich durch die Bildung von Disulfidbrücken zur 
Stabilisierung der Struktur des Connexons dienen sowie beim Andocken zweier Connexine 
aneinander helfen (Kumar und Gilula, 1996; Yaeger und Nicholson, 1996). Es konnte gezeigt 
werden, dass Connexine, die keine Cysteinreste enthalten, zwar zu Connexonen 
zusammengelagert und in die Zellmembran transportiert werden, jedoch nicht an Connexone 
gegenüberliegender Zellen andocken können (Dahl et al., 1991; Bao et al., 2004). 
Connexone können aus den gleichen Connexinen gebildet werden, dann werden sie 
homomere Connexone genannt, werden sie aus unterschiedlichen Connexinen gebildet, 
bezeichnet man sie als heteromere Connexone. Dabei sind jedoch nur bestimmte 
Kombinationen möglich (Falk et al., 1997). Für Cx43 konnte eine Hetero-Oligomerbildung mit 
Cx37 (Brink et al., 1997) und Cx40 (He et al., 1999) gezeigt werden. Warum aber 
Endothelzellen drei verschiedene Connexine (Cx37, Cx40 und Cx43) exprimieren, ist bislang 
unklar. Um einen Gap Junction Kanal zu bauen, können sich zwei gleiche Connexone zu 
einem homotypischen oder zwei unterschiedliche Connexone zu einem heterotypischen 
Kanal zusammenlagern (Dedek, 2006). Bisher konnten beim Mensch 20 verschiedene 
Connexine gefunden werden (Willecke et al, 2002). Die Nomenklatur der Connexine erfolgt 
nach dem Molekulargewicht (in kDa) des Connexins, welches noch mit dem Präfix der 
Spezies versehen wird, beispielsweise wird das menschliche Connexin mit dem 
Molekulargewicht von 43kDa als hCx43 bezeichnet (Söhl und Willecke, 2004). Für einige 





Connexingen beschrieben werden. Dazu zählen die Taubheit (López-Bigas et al., 2001), das 
Hypoplastische Linksherzsyndrom (Dasgupta et al., 2001), die Katarakt (Mackay et al., 1999) 
und die X-chromosomale Form der Charcot-Marie-Tooth-Krankheit (Bergoffen et al., 1993). 
Darüber hinaus wurde eine Beteiligung der Connexine bei pathologischen Prozessen wie 
Entzündungen (Sarieddine et al., 2009) und der Tumorentstehung (Uchida et al., 1995) 
gefunden.  
Connexine werden durch Membran-gebundene Ribosomen gebildet und co-translational ins 
Endoplasmatische Retikulum eingeführt und gelangen von dort in den Golgi-Apparat. Sie 
werden jedoch nicht glykosiliert (Evans und Martin 2002). Auf dem Weg erfolgt die 
Oligomerisierung der Connexine zu einem Hexamer, genannt Connexon, abhängig von der 
Connexin-Isoform entweder noch im Endoplasmatischen Retikulum, zwischen ER und Golgi-
Apparat oder im trans-Golgi-Apparat (Musil und Goodenough, 1993; Falk et al., 1997; Diez et 
al., 1999; Das Sarma et al., 2001). Das Connexon gelangt dann mit Hilfe von Mikrotubuli zur 
Plasmamembran. Dabei wurden unterschiedliche Proteine beschrieben, die mit der Gap 
Junction-Formierung assoziiert sind, beispielsweise Tubulin und Aktin (Martin und Evans, 
2004), β-Tubulin interagiert direkt mit dem C-Terminus des Cx43 (Kang et al., 2009) und 
über das Protein ZO-1 soll Cx43 direkt mit Aktin vernetzt sein (Giepmans et al., 2001a und 
2001b). Durch die direkte Interaktion der CT-Domäne des Cx43 mit Proteinen reguliert diese 
auch den Auf- und Abbau der Gap Junctions (Wayakanon et al., 2012). Zudem besteht über 
Caveolin-1 eine Interaktion mit den Lipid Rafts (Schubert et al., 2002). Entweder lagert sich 
das Connexon mit einem Connexon der Nachbarzelle zusammen oder es entsteht ein so 
genannter Halbkanal (Su et al., 2012). Diese Halbkanäle erfüllen viele Funktionen in der 
Zelle, beispielsweise können sie sich bei Belastung durch Scherkräfte (Cherian et al., 2005), 
Änderungen der Ionenkonzentrationen innerhalb oder außerhalb der Zelle (Gomez-
Hernandez et al., 2003) oder bei Depolarisation (Contreras et al., 2003) sowie beim Zelltod 
öffnen (Knight et al., 2009; Goodenough und Paul, 2003). Weitere Aufgaben stellen die 
Verletzungsvorbeugung an Herz und Gehirn sowie eine Beteiligung an der extrazelluläre 
Signalweiterleitung dar (Kar et al., 2012). Der Abbau der Gap Junctions erfolgt durch 
Internalisierung des Gap Junction Kanals mit der Doppelmembran in eine Zelle, hierbei 
entstehen ringförmige Gap Junctions, die auch Connexosomen genannt werden, oder als 
ungekoppelte Connexons (Laird, 2006). Der Abbau erfolgt sowohl proteasomal als auch 
lysosomal (Laing und Beyer, 1995; Musil et al., 2000; VanSlyke und Musil 2002 und 2005). 
Es gibt fünf verschiedene Wege, auf denen die Connexine am Ende zum Lysosom gelangen: 
1. Die Fusion des Connexosoms mit dem Lysosom, 2. Die Sequestrierung der 
Connexosome durch Autophagosomen und dann die Fusion derer mit Lysosomen (Hesketh 
et al., 2010; Lichtenstein et al., 2011; Fong et al., 2012), 3. Die Transformation der 





und Transport zu frühen und dann späten Endosomen, dann zu Lysosomen, 4. Die 
Endozytose des Connexons und dessen Abbau, 5. Der Transport direkt nach der Translation 
zum endosomalen und lysosomalen Pfad (Leithe et al., 2012). Der Abbau über Lysosomen 
und Proteasomen ist Ubiquitin-abhängig (Laing et al., 1997; Laing und Beyer, 2000). In 
Situationen, in denen die Zelle gestresst ist, wie beispielsweise bei der Mitose, ist auch ein 
Recycling der Connexine möglich (VanSlyke und Musil, 2005; Boassa et al., 2010). 
Cx43 hat in vitro eine Halbwertszeit vonCX43 HWZ 1-3h (Laird et al., 1991), wobei die 
Geschwindigkeit des Turnovers unter anderem von cAMP und Wachstumsfaktoren 
beeinflusst wird (Paulson et al., 2000). Durch diese kurze Halbwertszeit bedingt äußern sich 
Änderungen in Transkription und Translation sehr schnell im Expressionslevel der 
Connexine (Klotz, 2012). Erste Hinweise auf eine posttranskriptionale Regulation der 
Connexine zeigten Kren und Kollegen 1993, die eine Änderung der mRNA-Menge des Cx32 
und Cx26 in Leberzellen bei gleichbleibender Transkription nachweisen konnten. Eine 
mögliche Regulierung kann durch microRNA (miRNA) erfolgen. miRNA beschreibt eine ca. 
22 Nukleotide lange Einzelstrang-RNA, die nicht kodierend ist. Diese kann an die Ziel-mRNA 
binden, die eine komplementäre Basenpaarung aufweist und führt so dazu, dass keine 
Translation stattfindet und die mRNA abgebaut wird (Oyamada et al., 2013). Für die 
Expression des Cx43 konnte eine Beteiligung von miR-1 und miR-206 gefunden werden. Ist 
miR-1 hoch reguliert, sinkt die Cx43-Expression. Dies geschieht beispielshalber bei Ischämie 
der Zellen (Klotz, 2012). Neben der posttranskriptionellen Suppression kommt es ebenfalls 
über die Interferenz mit epigenetischen Mechanismen zur direkten Transkriptionshemmung 
(Zilberman et al., 2003). Die Transkription selbst kann durch verschiedene Prozesse reguliert 
werden, beispielsweise durch Modifizierung von Histonen oder DNA-Methylierung. Die 
Methylierung von Cytosinbasen oder Cytosin-Guanin-Dinukleotiden führt hierbei zur 
Transkriptionssuppression entsprechender Gene (Vinken et al., 2009). Auch eine 
intrazelluläre cAMP-Erhöhung kann über die Wirkung des „cAMP responsive elements“ in 
der Promoterregion des Cx43 zu einer erhöhten Transkription der Cx43 mRNA führen 
(Oyamada et al., 2012). 
Zur kurzfristigen Regulation der interzellulären Kommunikation kann es durch Funktions- 
oder Lokalisationsänderung der Connexine kommen. Diese werden durch posttranslationale 
Modifikation vermittelt. Bisher wurden bei Connexinen Phosphorylierung, Ubiquitinylierung, 
SUMOylierung, Nitrosylierung, Hydroxylierung, Acetylierung und Methylierung beschrieben, 
wobei an dieser Stelle beispielshalber auf Physphorylierung, Ubiquitinylierung und 
SUMOylierung eingegangen werden soll (Axelsen et al., 2013). Am besten ist hiervon die 
Phosphorylierung untersucht. Diese beschreibt die kovalente Bindung von Phosphatgruppen 
an Serin-, Threonin- oder Tyrosinreste von Proteinen. Cx43 wird als 40kDa schweres Protein 





Golgi-Apparat zu einem 41kDa schweren Protein phosphoryliert (Puranam et al., 1993). 
Danach erfolgt die nochmalige Phosphorylierung innerhalb des Sekretionswegs oder nach 
der Gap Junction Formation. Ischämie der Zelle kann hierbei sowohl die Phosphorylierung 
als auch die Dephosphorylierung beeinflussen. So führte eine Ischämie an Herzen von 
Kaninchen zu einem erhöhten Anteil an dephosphorysiertem Cx43 (an der Stelle Ser368) 
und zu einer Lateralisieung des Cx43 (Jozwiak und Dhein, 2008). Die Phosphorylierung von 
Tyrosin265 am Cx43 führt zu einer reduzierten elektrischen Leitfähigkeit der Gap Junctions 
sowie einer Änderung der Anzahl an Cx43 (Postma et al., 1998; Giepmans et al., 2001c). 
Durch eine Protein Kinase C vermittelte Phosphorylierung an Serin262 wird die Proliferation 
von Kardiomyozyten gesteigert (Doble et al., 2004), diese wird durch Mitogen Stimulation 
vermittelt und hebt die Wachstumshemmung auf, die sonst durch Cx43 vermittelt wird 
(Jeyaraman et al., 2013). Eine Ubiquitinylierung der Connexine führt zu einem ER-
assoziierten oder proteasomalen Abbau der Connexine, wobei ca. 40% des neu 
synthetisierten Cx43 ER-assoziiert abgebaut wird. Bei Stress wird dieser Anteil reduziert, 
sodass mehr Cx43 die Zellmembran erreichen kann (VanSlyke und Musil, 2002). Auch nach 
Einbau der Connexone in die Zellmembran können diese ubiquitinyliert werden, was vor 
allem ältere Connexine betrifft. Diese werden anschließend durch Endozytose in die Zelle 
aufgenommen und zu den Lysosomen transportiert (Laing et al., 1997; Musil et al., 2000). 
Eine weitere Form der posttranslationalen Modifizierung ist die SUMOylierung, die durch 
small ubiquitin like modifier proteins (SUMO) vermittelt wird. Sie reguliert die Transkription 
und Stabilität der Connexine, die Antwort auf Stress sowie den Zellzyklus und die Apoptose 
(Geiss-Friedlander und Melchior, 2007). In HeLa-Zellen führte eine Transfektion mit SUMOs 
zu einer erhöhten Expression des Cx43 und Gap Junction Formation (Kjenseth et al., 2012).  
Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten humanen Endothelzellen der Nabelschnurvene 
(HUVEC) exprimieren Cx43, Cx40 und Cx40 (van Rijen et al., 1997). In arteriellen Gefäßen 
werden von Endothelzellen Cx37 und Cx40 exprimiert, Cx43 nur an Gefäßaufzweigungen. 
Die glatten Muskelzellen (SMC) der Media exprimieren vorrangig Cx43, daneben auch Cx45 
(Hakim et al., 2008). Die Gap Junctions in Blutgefäßen dienen physiologischerweise der 
Regulation der Vasomotorik, des Vasotonus (Christ et al., 1996) und der Reparatur des 
Endothels (Kwak et al., 2001). Connexine spielen auch im Gefäßsystem eine wichtige Rolle. 
So exprimieren Mäuse, bei denen Cx37 ausgeknockt wurde, keine Venenklappen (Munger et 
al., 2012). Fang und Kollegen zeigten bei Cx40-Knockout Mäusen eine reduzierte 
Gewebedurchblutung, eine schlechtere Arteriogenese sowie ein vermindertes Überleben des 
Gewebes bei Ischämie (Fang et al., 2013). Ebenso konnte bei Cx40-Knockout Mäusen eine 
Hypertension (de Wit et al., 2003) sowie kardiale Malformationen nachgewiesen werden (Gu 
et al., 2003). Ein Ausschalten von Cx37 und Cx40 in Mäusen führte zu schweren 





Welche Auswirkungen jedoch eine verminderte Expression der einzelnen Connexine auf die 







Auch bei der Arteriosklerose konnte eine stadienabhängige Änderung der 
Connexinexpression gezeigt werden. Dabei wird in der Wachstumsphase in Endothelzellen 
zusätzlich Cx43 exprimiert, im fortgeschrittenen Stadium dann nur noch Cx43. Glatte 
Muskelzellen exprimieren mit dem Fortschreiten der Arteriosklerose Cx37. SMCs wandern 
auch in die Intima ein, diese SMCs exprimieren Cx43 in geringeren Mengen. Die glatten 
Muskelzellen der Media exprimieren Cx43, bei fortgeschrittener Arteriosklerose auch Cx37. 
Einwanderte Makrophagen exprimieren Cx37, mit weiterem Fortschreiten der Krankheit noch 
Cx43 (Kwak et al., 2002, Burnier et al., 2009). Der Entzündungsmarker CRP (C-reaktives-
Protein) ist bei Patienten mit arteriosklerotischen Plaques signifikant erhöht (Alvarez, 2003) 
und in CRP behandelten Endothelzellen wurde eine Hochregulation der mRNA von Cx43 
gezeigt (Wang et al., 2005). Cx40 scheint hingegen den Prozess der Arteriosklerose zu 
verzögern, denn bei Mäusen, bei denen das Cx40 in den Endothelzellen ausgeknockt wurde, 
zeigte sich nach einer Diät mit hohem Cholesteringehalt eine schwere Arteriosklerose 
(Chadjichristos et al., 2010). Ein Polymorphismus im Cx37 wurde mit dem Auftreten einer 
subklinischen Arteriosklerose bei Frauen mit Typ 1 und Typ 2 Diabetes assoziiert. Frauen mit 
dem Polymorphismus wiesen einen erniedrigten Knöchel-Arm-Index als Hinweis auf eine 
periphere arterielle Verschlusskrankheit auf (Pitha et al., 2010). Auch bei systemischer 
Entzündung konnte in Arteriolen eine reduzierte Kopplung nachgewiesen werden, die auf 
eine Dephosphorylierung des Cx40 zurückgeführt werden konnte (Tyml et al., 2011). 
1.3 Nicotin und Endothel 
Rauchen ist eine weitverbreitete Sucht. In Deutschland rauchen 31% der Männer und 25,7% 
der Frauen über 15 Jahre (Statistisches Bundesamt, 2011). An den Folgen des Rauchens 
sterben in Deutschland jedes Jahres zwischen 100.000 und 120.000 Menschen. Gemäß 
Berechnungen von Mons sind in Deutschland im Jahr 2007 insgesamt 
106.623 Todesfälle auf das Rauchen zurückzuführen, davon 77.588 Todesfälle 
bei den Männern und 29.035 bei den Frauen. Damit sind im Jahr 2007 13% der Todesfälle 
im Alter über 35 tabakrauchbedingt (Mons, 2011). Zigarettenrauch enthält mehr als 400 
Inhaltsstoffe, vor allem Kohlenmonoxid, Teer und Nicotin. Nicotin ist ein Alkaloid, das nach 
der Tabakpflanze Nicotiana tabacum benannt wurde, deren Name wiederum auf den 
französischen Eroberer Jean Nicot zurückzuführen ist, der den Tabak und Samen der 
Pflanze 1550 nach Portugal und Frankreich schickte. Nicotin wurde 1828 erstmals von den 
deutschen Chemikern Posselt und Riemann isoliert, die chemische Formel wurde 1843 von 
Melsen beschrieben, eine synthetische Herstellung erfolgte erstmalig 1893 durch Pictet und 
Crepieux. Der chemische Name des Nicotins lautet 3-(1-Methyl-2-Pyrrolidinyl)Pyridin. Nicotin 





Gastrointestinaltrakt absorbiert (Catassi et al., 2008), der Abbau erfolgt über die Zytochrom 
p450 Isoform Cyp2A6. Nicotin wird zu Cotinin oxidiert und anschließend von diesem Enzym 
katalysiert (Nakajima et al., 2000; Benowitz et al., 2006). Nicotin bewirkt im Körper eine 
Adrenalinfreisetzung aus der Nebenniere, einen Blutdruck- und Pulsanstieg (Benowitz und 
Gourlay, 1997), eine erhöhte Magensäuresekretion, sowie eine erregende Wirkung auf das 
Zentrale Nervensystem. Bei Vergiftung treten Kreislaufkollaps, Atemlähmung, sowie ein 
Depolarisationsblock der neuromuskulären Übertragung auf (Henschler, 1992). Für 
Nichtraucher ist die einmalige Aufnahme von 60mg Nicotin tödlich (Roth, 1984). Bei 
chronischer Aufnahme bewirkt Nicotin unter anderem eine  höhere Rate an Aorten- und 
Karotidenarteriosklerose (Benowitz und Gourlay, 1997). Somit stellt das Nicotin einen 
Hauptrisikofaktor für die Entstehung der  Arteriosklerose dar (McBride, 1992), das Risiko, an 
der koronaren Gefäßerkrankung zu sterben, verdoppelt sich bei Rauchern, ebenso ist die 
Gefahr, eine Herzinsuffizienz oder periphere arterielle Verschlusskrankheit zu entwickeln, bei 
ihnen erhöht (Pittilo, 2000). Dies kann auch durch eine Änderung der Lipoproteine mitbedingt 
sein. Das VLDL wird bei Nicotineinwirkung erhöht, das protektive HDL hingegen vermindert, 
wodurch eine Hyper- und Dyslipoproteinämie verschlimmert wird (Clutte-Brown et al., 1986). 
Auch die Entwicklung anderer Erkrankungen sowie deren Progredienz sind mit dem 
Rauchen assoziiert, dazu zählen eine schlechtere Wundheilung (Moller et al., 2003, Freiman 
et al., 2004), Psoriasis, vorzeitige Hautalterung, Haarverlust, orale Plattenepithelkarzinome, 
Lungenkarzinome, Lippenherpes und das Kaposi Sarkom bei AIDS-Patienten (Freiman et 
al., 2004). Rauchen hat auch einen Einfluss auf das Immunsystem, indem es die 
Immunantwort mindert. So wird durch Rauchen die IL-1-Produktion inhibiert und die B-Zell-
Transduktion gestört (Yamaguchi et al., 1989; Savage et al., 1991). Nicotin ist nicht 
karzinogen, es führt jedoch durch eine Proliferationsanregung, gesteigerte Angiogenese und 
verminderte Apoptose sowie einer Herabregulation der Zell-vermittelten Immunität zu einem 
schnelleren Tumorwachstum (Catassi et al., 2008). Es wurde außerdem gezeigt, dass 
Nicotin zu DNA-Schäden führen kann (Kleinasser et al., 2006), was wiederum zu einer 
malignen Entartung beitragen kann. Da Nicotin neben den nACh-Rezeptoren auch an β-
Adrenozeptoren bindet (Schuller, 2010, Singh et al., 2011), kommt es zu einer Aktivierung 
multipler onkogener und mitogener Signalkaskaden (Cattaneo et al., 1997), die 
Tumorentstehung und -wachstum begünstigen können.  
Die Wirkung des Nicotins an den Zellen wird vorrangig durch nicotinerge 
Acetylcholinrezeptoren (nAChR) vermittelt. Diese Rezeptoren sind Liganden-gesteuerte 
Ionenkanäle, die aus fünf entweder gleichen (homomerer Rezeptor) oder unterschiedlichen 
Untereinheiten (heteromerer Rezeptor) bestehen (Catassi et al., 2008). Es gibt folgende 
Untereinheiten: α1-10, β1-4, δ, ε, γ (Lukas et al., 1999), die eine homologe Struktur mit 





extrazellulären C-Terminus gemeinsam haben (Corringer et al., 2000). In Endothelzellen 
wurden bisher die Untereinheiten α3, 5 und 7, sowie β2 und4 nachgewiesen (Wang et al., 
2001). Zudem sind Endothelzellen in der Lage, Acetylcholin zu bilden (Klapproth et al., 1997) 
und so den Rezeptor zu aktivieren. Da es sich beim nAChR um einen allosterischen 
Rezeptor handelt, sind rapide Transformationsänderungen möglich, der Rezeptor kann vom 
basalen Zustand in einen aktiven oder desensibilisierten Status übergehen. Eine lange 
Exposition mit niedrigen Konzentrationen an Nicotin kann also zur Desensibilisierung führen. 
Nicotin bindet im Körper an verschiedene Rezeptorsubtypen und löst so eine gemischte 
sympathische und parasympathische Antwort aus. Die Abhängigkeit von Nicotin wird 
wahrscheinlich über die β2-Untereinheit vermittelt. Eine verminderte Kommunikation von 
Endothelzellen nach Nicotininkubation bedingt durch eine erniedrigte Expression des Cx43 
(Tsai et al., 2004, Haussig et al., 2008) wird in HUVEC durch die α3β2- oder α4β2-
Untereinheit vermittelt (Duerrschmidt et al., 2012), wohingegen die Arbeitsgruppe um 
Heeschen 2002 zeigen konnte, dass die Angiogenese im Zusammenhang mit Hypoxie an 
der Ratte über die α7-Untereinheit stimuliert wird. Eine nicht-selektive Blockade des nAChR 
führte außerdem zu einer kompletten Angiogenesehemmung in vitro (Heeschen et al., 2002). 
Die Steigerung der Angiogenese kann hierbei auch auf eine erhöhte VEGF-Expression, die 
nach Nicotinstimulation auftritt, zurückgeführt werden (Conklin et al., 2002). Andererseits 
bedingt Nicotin Änderungen an Intima und Media, was sich auch daran zeigt, dass Kinder 
rauchender Mütter im Durchschnitt ein geringeres Geburtsgewicht als Kinder von 
Nichtraucherinnen haben. Diese Veränderungen der Nabelschnurarterien sind unter 








Da Connexine also sowohl bei Erkrankungen des Gefäßsystems als auch generell bei der 
Regulation von Wachstum und Differenzierung eine Rolle spielen und die 
Connexinexpression und Funktion der Gap Junction Kanäle durch den Einfluss von Nicotin 
verändert werden, ergaben sich folgende Fragestellungen:  
1. Beeinflusst eine verminderte oder vermehrte  Expression der endothelialen 
Connexine Cx37, Cx40 und Cx43 sowie eine funktionale Gap Junction Blockade die 
Angiogenese? 
2. Spielen die endothelialen Connexine Cx37, Cx40 und Cx43 eine unterschiedliche 
Rolle bei der Angiogenese? 
3. Beeinflusst Nicotin die Expression der endothelialen Connexine und die Angiogenese 






Die jeweils verwendeten Antikörper und Primer sind bei den entsprechenden Methoden 
aufgeführt (s. S. 33ff.). 
2.1 Chemikalien 
30% Acrylamid/Bis-acrylamid-Lösung  Bio-Rad Laboratories GmbH; 
       München, Deutschland 
Adenosin 5-'triphosphat, di-Natriumsalz  Sigma Aldrich; 
       Steinheim, Deutschland 
Ammoniumpersulfat (APS)    Sigma Aldrich; 
       Steinheim, Deutschland 
Aprotinin      Sigma Aldrich; 
       Steinheim, Deutschland 
Bromphenolblau     Sigma Aldrich; 
       Steinheim, Deutschland 
Calciumchlorid     Carl Roth GmbH und Co. AG; 
       Karlsruhe, Deutschland 
Chicago Blau      Sigma Aldrich; 
       Steinheim, Deutschland 
Chloroform      Carl Roth GmbH und Co. AG; 
       Karlsruhe, Deutschland 
3-[3-Cholamidopropyl)-dimethyl-   Sigma Aldrich; 
ammonio]-1-propansulfonat (CHAPS)  Steinheim, Deutschland  
Coomassie-Brillantblau    Merck; 
       Darmstadt, Deutschland 
DAPI 4',6-Diamidine-2'-phenylindole   Roche; 
Dihydrochloride     Mannheim, Deutschland 
Eisessig      Carl Roth GmbH und Co. AG; 
       Karlsruhe, Deutschland 
Essigsäure      Carl Roth GmbH und Co. AG; 
       Karlsruhe, Deutschland 
Ethanol, reinst      Carl Roth GmbH und Co. AG; 
       Karlsruhe, Deutschland 
Ethanol, vergällt     Carl Roth GmbH und Co. AG; 






Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)  Carl Roth GmbH und Co. AG; 
       Karlsruhe, Deutschland 
Ethylen Glycol-bis(ß-Aminoethyl-   neolab; 
ether)-N,N,N´,N´-Tetraessigsäure    Heidelberg, Deutschland 
(EGTA) 
Formaldehyd, 37%     Carl Roth GmbH und Co. AG; 
       Karlsruhe, Deutschland 
Α-D(+)-Glukose     Carl Roth GmbH und Co. AG; 
       Karlsruhe, Deutschland 
Glycerol      Sigma Aldrich; 
       Steinheim, Deutschland 
Glycin       Carl Roth GmbH und Co. AG; 
       Karlsruhe, Deutschland 
N-[2-Hydroxyethyl]piperazinyl-N´-2-   Carl Roth GmbH und Co. AG; 
ethansulfonsäure] (HEPES)    Karlsruhe, Deutschland 
Isoprenalin      Sigma Aldrich;   
       Steinheim, Deutschland 
Isopropanol      Carl Roth GmbH und Co. AG; 
       Karlsruhe, Deutschland 
Kaliumchlorid      Merck; 
       Darmstadt, Deutschland 
Kaliumdihydrohenphosphat    Merck; 
       Darmstadt, Deutschland 
Leupeptin      Sigma Aldrich; 
       Steinheim, Deutschland  
Lucifer Yellow      Sigma Aldrich; 
       Steinheim, Deutschland  
Magnesiumchlorid     Carl Roth GmbH und Co. AG; 
       Karlsruhe, Deutschland 
Magnesiumsulfat     Merck;     
       Darmstadt, Deutschland 
β-Mercaptoethanol     Sigma Aldrich; 
      Steinheim, Deutschland  
Methanol      Carl Roth GmbH und Co. AG; 
       Karlsruhe, Deutschland 
Natriumchlorid     Carl Roth GmbH und Co. AG; 





Natrium-Deoxycholat     Carl Roth GmbH und Co. AG; 
       Karlsruhe, Deutschland 
Natriumdodecylsulfat (SDS)    Carl Roth GmbH und Co. AG; 
       Karlsruhe, Deutschland 
Natriumfluorid      Sigma Aldrich; 
       Steinheim, Deutschland 
di-Natriumhydrogenphosphat   Merck; 
       Darmstadt, Deutschland 
di-Natriumkreatinphosphat    MP Biomedicals; 
      Solon, USA 
Natriumorthovanadat     Sigma Aldrich; 
       Steinheim, Deutschland  
-(-)Nicotin      Sigma Aldrich; 
       Steinheim, Deutschland  
Nonylphenylpolyethylenglycol    US Biological; 
(Nonidet-P40)      Swampscott, USA 
Palmitoleinsäure     Sigma Aldrich;   
       Steinheim, Deutschland 
Paraffin      Carl Roth GmbH und Co. AG; 
       Karlsruhe, Deutschland 
Pepstatin A      Sigma Aldrich; 
       Steinheim, Deutschland  
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMFS)   Carl Roth GmbH und Co. AG; 
       Karlsruhe, Deutschlan 
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin   Serve Electrophoresis GmbH; 
(TEMED)      Heidelberg, Deutschland 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan   Carl Roth GmbH und Co. AG; 
(Tris)       Karlsruhe, Deutschland  
Triton-X-100      Sigma Aldrich; 
       Steinheim, Deutschland  
Tween-20      Sigma Aldrich; 
       Steinheim, Deutschland 
Xylol       Carl Roth GmbH und Co. AG; 






2.2 Allgemeine Geräte 
Feinwaage      Sartorius AG; 
       Göttingen, Deutschland 
Waage      FAUST Laborbedarf AG; 
       Schaffhausen, Deutschland 
Autoklav Varioklav 25 T    H + P; 
München, Deutschland 
Mikroskop Axiovert 25    Carl Zeiss Jena GmbH; 
       Jena, Deutschland 
Mikroskop Axioplan 2     Carl Zeiss Jena GmbH; 
       Jena, Deutschland 
Fluoreszenzlampe NAG für HBO50    Carl Zeiss Jena GmbH; 
       Jena, Deutschland 
Fluoreszenzlampe ebq 100 für HBO100   Carl Zeiss Jena GmbH; 
       Jena, Deutschland 
Kamera AxioCam MRc5     Carl Zeiss Jena GmbH; 
       Jena, Deutschland 
Fluoreszenzfiltersets 09 und 15   Carl Zeiss Jena GmbH; 
       Jena, Deutschland 
Sterilbank HeraSafe HS 15    Heraeus Instruments, 
       Thermo Fisher Scientifics; 
       Dreieich, Deutschland 
Brutschrank BB16CU     Heraeus Instruments, 
Thermo Fisher Scientifics; 
       Dreieich, Deutschland 
Zentrifugen: 
 Eppendorf Zentrifuge 5417R   Eppendorf- Netheler- Hinz- GmbH 
       Hamburg, Deutschland 
 Mini spin plus Zentrifuge   Eppendorf Research; 
       Hamburg, Deutschland 
 Megafuge 1.0R     Heraeus Instruments; 
       Thermo Fisher Scientifics 
       Dreieich, Deutschland 
Vortex Mixer neoLab 7-2020    neoLab Migge Laborbedarf-  






Rührer       Faust Laborbedarf Ag;  
       Schaffhausen, Deutschland 
pH-Meter      InoLab;  
Weilheim, Deutschland 
BioPhotometer     Eppendorf Research; 
       Hamburg, Deutschland 
Ultraschallbad Sonorex Super RK102H  Bandelin electronic; 
       Berlin, Deutschland 
Thermocycler T Personal    Biometra; 
       Göttingen, Deutschland 
A. dest. Milli Q Academic System   Millipore; 
       Billerica, USA 
15ml und 50ml Falconröhrchen   Cellstar, Greiner bio-one GmbH, 
       Frickenhausen, Deutschland  
Pipetten      Eppendorf Research; 
       Hamburg, Deutschland 
5ml, 10ml, 25ml Pipetten    Cellstar, Greiner bio-one GmbH, 
       Frickenhausen, Deutschland  
Eppendorfgefäße     Eppendorf Research; 
       Hamburg, Deutschland 
Schüttler:  
 Rotamax 120     Heidolph, Schütt Labortechnik; 
       Göttingen, Deutschland 
 Duomax 1030     Heidolph, Schütt Labortechnik; 
       Göttingen, Deutschland 
Aqua TecGFL 1083 (Wasserbad)   Thermo Fisher Scientifics; 
       Dreieich, Deutschland 
Varioklav, Dampfsterilisator    Thermo Fisher Scientifics; 
       Dreieich, Deutschland 
Kühlschränke: 
 Liebherr Premium (4°C)   Bosch; 
       Stuttgart, Deutschland 
Sparkfree Laboratory Refrigator (4°C) Thermo Fisher Scientifics; 







National Lab Profi Frost (-20°C)  National Lab GmbH; 
      Mölln, Deutschland 
Sparkfree Laboratory Freezer (-20°C) Thermo Fisher Scientifics; 
      Dreieich, Deutschland 
906-86 CULT Freezer (-80°C)  Thermo Fisher Scientifics; 
      Dreieich, Deutschland 
2.3 Zellkultur 
M199 mit Earle’s Salzen    Biowhittaker; 
und L-Glutamin sowie HEPES   Lonza, Belgien 
Fetales Kälberserum (FKS)    GIBCO Life Technologies, Invitrogen; 
       Karlsruhe, Deutschland 
Bovines Serum Albumin (BSA)   Sigma Aldrich; 
       Steinheim, Deutschland 
Penicillin und Streptomycin    Sigma Aldrich; 
       Steinheim, Deutschland 
Endothelial cell growth supplement    c.c.pro; 
(Wachstumsfaktor)     Neustadt, Deutschland  
Heparin-Natrium 25000    Ratiopharm; 
       Ulm, Deutschland 
Collagenase Type IV     Biochrom; 
       Berlin, Deutschland 
Trypsin      Sigma Aldrich, 
       Steinheim, Deutschland 
Gelatine Type A      Sigma Aldrich;   
       Steinheim, Deutschland 
Zellkulturplatten (6 well und 24 well)   Cellstar, Greiner bio-one GmbH; 
Frickenhausen, Deutschland 
Sterifilter BD Discardit    TPP AG; 
       Trasadingen, Schweiz 
Deckgläschen 15 x 15mm     Heinz Herenz;  
Hamburg, Deutschland 
Spritzen (2, 5, 10 und 20ml)     BD; 






Nabelschnüre      Klinik und Poliklinik für Frauenheilkunde; 
        Universitätsklinikum Leipzig 
2.4 Präparierbesteck 
Klemmen      Fine Science Tools; 
       Heidelberg, Deutschland 
Schere      Fine Science Tools; 
      Heidelberg, Deutschland 
Knopfkanülen mit Schlauchansatz   Glasbläserei Kind; 
      Leipzig, Deutschland  
2.5 Zellzahlbestimmung 
Trypan Blue Stain 0,4%    GIBCO Life Technologies, Invitrogen; 
       Karlsruhe, Deutschland 
Neubauer Zählkammer    Neubauer; 
       Marienfeld, Deutschland 
Deckglas, 18 x 18 mm    Hein Herenz; 
       Hamburg, Deutschland 
2.6 siRNA-Behandlung 
N-TER Nanoparticle siRNA    Sigma Aldrich; 
transfection System      Steinheim, Deutschland 
Target siRNA      Sigma Aldrich; 
       Steinheim, Deutschland   
Mission siRNA,      Sigma Aldrich; 
Universal Negative Control 1    Steinheim, Deutschland  
RNase- und DNase freies Wasser   Invitrogen;  
       Darmstadt, Deutschland 
2.7 In vitro Angiogenese-Assay 
Hoechst 33258     Invitrogen;  
       Darmstadt, Deutschland 
In vitro Angiogenesis Assay ECM625  Millipore; 






Lektin aus Ulex europaeus;    Sigma Aldrich; 
FITC-Konjugiert     Steinheim, Deutschland   
Lab Tek Chamber Slide System,    Nunc; 
8 well, Glasobjektträger    Thermo Fisher Scientifics; 
      Dreieich, Deutschland 
2.8 Proteinextraktion und Proteinbestimmung 
BCA-Reagenz     Thermo Fisher Scientifics, 
       Pierce Protein Research; 
       Rockford, USA  
Zellschaber      TPP AG; 
       Trasadingen, Schweiz 
96-well Mikrokulturplatte    TPP AG; 
       Trasadingen, Schweiz 
Heidolph Plomax 1020 Inkubator 1000  Heidolph Instruments GmbH & Co KG; 
       Schwabach, Deutschland 
Lambda Scan 200 Microplate    MWG Biotech AG; 
Scanning Spectrometer    Ebersberg, Deutschland 
Hewlett Packard Vektra VL Series 3   Hewlett Packard GmbH; 
      Böblingen, Deutschland 
2.9 Western Blot 
SDS-Page und Wet-Blot-Apparatur   Bio-Rad Laboratories GmbH; 
      München, Deutschland 
Power Pac Basic     Bio-Rad Laboratories GmbH; 
      München, Deutschland  
MemCode reversible Protein Stain Kit  Thermo Scientifics, Pierce; 
      Rockford, USA 
Uptilight HRP-Blot-Substrate    Uptima Interchim; 
      Monlucon Cedex, Frankreich 
Kodak developer and replenisher   Sigma Aldrich; 
       Steinheim, Deutschland 
Kodak fixer and replenisher    Sigma Aldrich; 
       Steinheim, Deutschland 
Roti PVDF      Carl Roth GmbH und Co. AG; 





Gel blotting Papier     Whatman GmbH; 
      Dassel, Deutschland 
T-Mate plus DG-Film     Kodak, USA 
Waschschalen     Carl Roth GmbH und Co. AG; 
       Karlsruhe, Deutschland 
Peq Gold Protein Marker IV und V   Peq Lab Biotechnologie GmbH; 
       Erlangen, Deutschland 
2.10 RNA-Isolation, Reverse Transkription und PCR 
Trizol-Reagent     Invitrogen; 
       Darmstadt, Deutschland 
UVette 220-1600nm Küvetten   Eppendorf Research; 
       Hamburg, Deutschland 
Omniscript reverse transcription kit   Quiagen; 
       Hilden, Deutschland  
Primer für PCR     TibMolBiol; 
       Berlin, Deutschland  
SYBR Green I Master Mix    Roche; 
       Mannheim, Deutschland 
Light Cycler 480 II     Roche; 
       Mannheim, Deutschland 
Light Cycler 480 96-well     Roche; 
Mikrotiterplatte     Mannheim, Deutschland 
Light Cycler 480 Software     Roche; 
release 1.5.0 SP1     Mannheim, Deutschland 
Light Cycler 480-System    Hewlett Packard GmbH; 
       Böblingen, Deutschland 
2.11 Immunfluoreszenz 
Tissue Tek VIP     Sakura Finetek USA; 
       Torrance, USA 
Paraffinstreckbad Medax 24900   Medax; 
       Kiel, Deutschland 
Kühlplatte COP30     Medite GmbH Laborgeräte; 






Rotationsmikrotom HM330    Microm;  
Walldorf, Deutschland 
2.12 Dye transfer 
Glaskapillaren, GB150F-8P     Science Products; 
Hofheim, Deutschland 
Befüllungskanülen Microfil 28 AWG,   World Precision Instruments, Inc; 
MF28G-5.      Sarasota, USA 
aktiv schwingungsgedämpfter Tisch   Science Products;  
Hofheim, Deutschland 
Mikromanipulatoren Mini 25     Luigs & Neumann; 
Ratingen, Deutschland 
Verstärker SEC-05L      npi electronic;  
Tamm, Deutschland 
Breakout Box INT-20npi     npi electronic;  
Tamm, Deutschland 
Speicheroszilloskop TDS 210    Tektronix;  
Beaverton, USA 
Oszilloskop OS9020G     Gold Star;  
Korea 
Kamera AVT Horn      Horn Imaging  
Aalen, Deutschland 
Schwarz-weiß-Monitor PVM-145E    Sony; 
       Berlin, Deutschland 
DVD-Recorder DMR-E95H     Panasonic; 
       Hamburg, Deutschland 
Pipettenziehgerät pipette puller PIP 5   HEKA Elektronik;  
Lambrecht/Pfalz, Deutschland 
Einhängethermostat MT/2     Lauda;  
Lauda-Königshofen, Deutschland 








Word, Microsoft Office 2003 und 2010  Microsoft Deutschland GmbH; 
       Unterschleißheim, Deutschland 
Excel, Microsoft Office 2003 und 2010  Microsoft Deutschland GmbH; 
       Unterschleißheim, Deutschland 
Power Point, Microsoft Office 2003    Microsoft Deutschland GmbH; 
       Unterschleißheim, Deutschland 
Sigma Plot 10.0     Systat Software GmbH; 
       Erkrath, Deutschland  
Systat for Windows Version 11   Systat Software GmbH; 
       Erkrath, Deutschland 
Lambda KC4 Kineticalc for Windows  MWG Biotech GmbH; 
Version 2.7 Rev. 9     Ebersberg, Deutschland 
Quantity one 4.4     Bio Rad Laboratories GmbH; 
Hercules, USA  
Software AxioVision 4.5     Carl Zeiss Jena GmbH; 
      Jena, Deutschland 
Oligo 7      Molecular Biology Insights; 
Cascade, USA 









Alle Experimente unterliegen den Prinzipien der Deklaration von Helsinki und wurden durch 
die Ethik-Kommission der Universität Leipzig genehmigt. Die Nabelschnüre wurden in der 
Klinik und Poliklinik für Frauenheilkunde am Universitätsklinikum Leipzig gesammelt. Die 
werdenden Mütter haben vor der Geburt die Einverständniserklärung unterschrieben, 
nachdem sie von einem Arzt über die weitere Verwendung des Nabelschnurgewebes 
aufgeklärt worden sind. Außerdem wurden in einem zweiten Teil der Studie bei 
herzchirurgischen Patienten Gewebeproben der A. mammaria entnommen, nachdem sie vor 
der Operation aufgeklärt wurden und einer Entnahme zugestimmt haben. 
3.1 Präparation von venösen Endothelzellen aus humanen 
Nabelschnüren (HUVECs) 
Herstellung der benötigten Puffer und Medien: 
Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung (PBS, 1x): 
 120mM Natriumchlorid 
 2,7 mM Kaliumchlorid 
 8,5mM Dinatriumhydrogenphosphat 
 1,5mM Kaliumdihydrogenphosphat 
 Aqua dest. 
 pH = 7,4 
Kollagenase-Typ-IV-Lösung: 
 75mg Kollagenase Typ IV (260U/mg) 
 50ml PBS 
Gelatine Typ A, 1% (w/v): 
1g Gelatine Typ A 
100ml Aqua dest. 
Wachstumsfaktorgemisch für Endothelzellen: 
 22,5ml Medium M199 
 2,5ml Fetales Kälberserum (FKS) 
 5ml Heparin 
 50mg endothelial cell growth supplement (Wachstumsfaktor) 
Endothelzellmedium I: 
450ml Medium M199 
50ml FKS 
5ml Penicillin/Streptomycin (100000 U/l Penicillin / 100 mg/l Streptomycin) 






450ml Medium M199 
50ml FKS 
5ml Penicillin/Streptomycin (100000 U/l Penicillin / 100mg/l Streptomycin) 
 5ml Wachstumsfaktorgemisch 
 pH = 7,4 
 
Die Nabelschnur wurde nach der Entbindung in 1xPBS überführt und bei 4°C für maximal 
48h gelagert. Danach erfolgte die Präparation der Endothelzellen aus der Nabelschnurvene 
modifiziert nach der Methode von Jaffe et al., (1973). Die Nabelschnur wurde mit einer 
Pinzette aus dem Gläschen entnommen und auf Einstichstellen untersucht. Die Enden der 
Nabelschnur sowie Einstichstellen wurden verworfen. An den Enden der Nabelschnur 
wurden von beiden Seiten der Vene Knopfkanülen mit Schlauchansatz eingeführt. Diese 
wurden mit einem Vicryl 2-Faden befestigt. Anschließend wurde die Nabelschnurvene mit ca. 
50ml 1xPBS gespült, ca. 15ml Kollagenase-IV-Lösung wurden in die Nabelschnurvene 
gefüllt und die Knopfkanülen mit Hilfe von Klemmen verschlossen. Danach wurde die 
Nabelschnur in einem mit 1xPBS gefüllten Becherglas bei 37°C für 17min inkubiert. Die 
Endothelzellen werden durch den Abbau der Extrazellulären Matrix durch die Kollagenase 
abgelöst. Um die Wirkung der Kollagenase IV abzustoppen, wurden die Endothelzellen mit 
Hilfe von 12ml Endothelzellmedium I aus der Nabelschnur in ein 50ml Röhrchen gespült. 
Das Röhrchen wurde bei 1200rpm für 5min zentrifugiert, der Überstand abgesaugt und das 
Zellpellet in 3ml Endothelzellmedium I resuspendiert. Bei einer Präparation wurden die 
venösen Endothelzellen mehrerer Nabelschnüre zusammengeführt, um die genetischen 
Unterschiede zu minimieren. 10µl der Zellsuspension wurden 1:1 mit Trypanblau gemischt 
und die Zellzahl mittels Neubauer-Zählkammer bestimmt. Trypanblau dient zur 
Unterscheidung lebender von toten Zellen, da der Farbstoff von toten Zellen aufgenommen 
wird, von lebenden Zellen mit einer intakten Zellmembran jedoch nicht. Die Zellen wurden in 
eine 6-Well-Zellkulturplatte, die zuvor mit 1%iger (w/v) Gelatine beschichtet wurde, überführt. 
Dabei wurden pro Well 300 000  Zellen in 2ml Endothelzellmedium I ausgesät. Die Platten 
wurden für 2-3h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Danach wurde der Überstand abgesaugt 
und 2ml Endothelzellmedium II zugegeben. In diesem Medium wurden die Zellen gezüchtet, 
bis die Kultur zu ca. 80% konfluent war und die Zellen für weitere Experimente eingesetzt 







3.2 Behandlung der Zellen mit siRNA 
Herstellung der Phosphat gepufferten Kochsalzlösung nach Dulbecco (DPBS, 1x): 
 137mM Natriumchlorid 
 2,68mM Kaliumchlorid 
 6,48mM Dinatriumhydrogenphosphat 
 1,47mM Kaliumdihydrogenphosphat 
 0,49mM Magnesiumchlorid 
 0,81mM Magnesiumsulfat 
 0,9mM Calciumchlorid 
 Aqua dest. 
 
Die Endothelzellen wurden nach 5 Tagen Wachstum bei Subkonfluenz mit Ziel-siRNA gegen 
Connexin43, Connexin40 oder Connexin37 behandelt, um die Connexin-Expression des 
jeweiligen Connexins zu senken. Die siRNA-Interferenz kann durch folgenden 
Wirkmechanismus die Expression eines Proteins spezifisch hemmen: Es wird Doppelstrang-
RNA (siRNA) in die Zelle eingebracht, deren einer Strang homolog zur Ziel-mRNA ist. Dabei 
ist die siRNA zwischen 21 und 23 Nukleotide lang. Die Einbringung in die Zelle kann über 
verschiedene Wege geschehen, bei den hier durchgeführten Versuchen erfolgte das mit 
Hilfe des Nanoparticle Transfection Systems von Sigma-Aldrich. Ist die siRNA im Zytoplasma 
der Zelle, verbindet sie sich mit dem Protein Dicer und anderen zellulären Proteinen zu 
einem Multienzymkomplex, der RISC (RNA-induced silencing complex) genannt wird. Die 
Aktivierung der siRNA erfolgt nun mittels Entwindung und Auftrennung der Doppelstrang-
RNA in zwei einzelne Stränge. Der zur Ziel-mRNA komplementäre Strang wird nun an die 
Ziel-mRNA angelagert und bewirkt einen Translationsstopp und Abbau der mRNA (Schmitz, 
2007). Die Sequenzen der bei diesen Versuchen genutzten siRNA sind in Tabelle 1 
dargestellt. Die Sequenzen wurden von der Firma Sigma-Aldrich mit Hilfe des Rosetta-
Algorithmus ermittelt (Sigma-Aldrich, 2009a-d), die Effektivität des Knockdowns wurde 
mittels Western Blot-Experimenten überprüft. Die jeweilige Ziel-siRNA wurde mit Hilfe des N-
TER/siRNA Nanopartikel Systems von Sigma-Aldrich (N-TER™ Nanoparticle siRNA 
Transfection System) in die Zellen eingebracht. Die siRNA wurde in RNase- und DNase-
freiem Wasser gelöst und eine 5µM Stocklösung hergestellt. Diese wurde aliquotiert und bei 
-20°C gelagert. Zuerst wurde die Nanoparticle Formation Solution (NFS) hergestellt. Dazu 
wurde die 5µM siRNA-Stocklösung mit dem siRNA-Puffer aus dem N-TER/siRNA-
Nanopartikel-System von Sigma-Aldrich in einem autoklavierten Eppendorf-Röhrchen 
vermischt und auf Eis gelagert. Danach wurde die N-TER Peptid-Lösung mit DEPC 





siRNA zur N-TER Peptidlösung im Verhältnis 1:1 wurde die NFS hergestellt. Diese wurde für 
30min bei Raumtemperatur inkubiert, damit sich die N-TER Peptide/siRNA Nanopartikel 
ausbilden konnten. Die NFS wurde zu serumfreiem Medium M199, welches 
Penicillin/Stretomycin-Lösung enthielt, zugegeben, sodass die Endkonzentration der siRNA 
bei 10nM und 20nM für siRNA sowie für die scrambled-siRNA betrug. Die Lösung wurde in 
Zellkulturplatten gegeben, die mit Gelatine vorbehandelt waren, und bei Raumtemperatur 
gelagert. Nahezu konfluente HUVECs wurden trypsiniert und in serumfreiem Medium 
resuspendiert. Auf jede Platte mit NFS-Lösung wurde die doppelte Anzahl der sonst 
benötigten Zellen gegeben, beispielsweise 600000 Zellen in ein Well einer 6-Well-Platte. 
Anschließend wurden die Platten für 3h bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert. Die 
Vorinkubation der Zellen mit der siRNA in serumfreiem Medium diente der besseren 
Aufnahme der siRNA in die Zellen. Nach der dreistündigen Vorinkubation wurde Medium 
M199 zugegeben, welches eine vierfache Konzentration an Wachstumsfaktor und fetalem 
Kälberserum enthielt, um die gewohnte Konzentration dieser beiden Reagenzien im Medium 
zu erhalten. Die Platten wurden danach weitere 21h im Brutschrank inkubiert. Das 
Transfektionsmedium wurde danach entfernt, die Zellen wurden mit DPBS gewaschen und 
Endothelzellmedium II wurde zugegeben. Die Zellen wurden nun entweder gleich (0h), nach 
12h oder 24h mittels RIPA-Puffer lysiert, um durch Western Blot-Experimente die Effektivität 




5’CAGACAGAGUCAGCAUGGA [dT] [dT] 
5’UCCAUGCUGACUCUGUCUG [dT] [dT] 
Cx40 sense 
antisense 
5’GAGAGGUUUGUCUGCAACA [dT] [dT] 
5’UGUUGCAGACAAACCUCUC [dT] [dT] 
Cx43 sense 
antisense 
5’GAAAGUGCACCAGGUGUUA [dT] [dT] 
5’UAACACCUGGUGCACUUUC [dT] [dT] 
Tabelle 1: Sequenzen der verwendeten siRNAs gegen Connexin37 (Cx37), Connexin40 (Cx40) 
und Connexin43 (Cx43) 
3.3 Behandlung der Zellen mit Nicotin 
Für die Nicotinexperimente wurden die Zellen ab dem Wechsel zu Endothelzellmedium II mit 
(-)-Nicotin, gelöst in Ethanol, in einer Endkonzentration von 1µM im Zellkulturmedium 
behandelt, bis die Zellen fast konfluent waren. Danach wurden die Zellen entweder lysiert und 
es wurden Western Blot-Experimente durchgeführt oder die Zellen wurden trypsiniert und auf 
einen Angiogenese-Assay (Matrigel) aufgebracht. Auch während der 18stündigen 
Inkubationszeit im Matrigel erfolgt die Behandlung mit 1µM Nicotin. Zur Lösungsmittelkontrolle 





3.4 Behandlung der Zellen mit Palmitoleinsäure 
Nachdem die HUVECs zu 80% konfluent waren, wurden sie mit FITC-Lektin gefärbt und auf 
einen in vitro Angiogenese-Assay (Matrigel) gebracht. Mit Beginn des Assays erfolgte die 
Behandlung mit 10µM Palmitoleinsäure. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Die Zellen 
wuchsen 18h in das Gel hinein, anschließend erfolgte die Fluoreszenzmikroskopie. 
3.5 Behandlung der Zellen mit Isoprenalin 
Nachdem die Zellen eine Konfluenz von 80% erreicht hatten, wurden sie mit dem β-
Adrenozeptoragonist Isoprenalin in einer Konzentration von 100nM für 2h inkubiert. Nach den 
ersten 1,5h Inkubation wurden die Zellen mit FITC-Lektin gefärbt, anschließend wurden die 
Zellen trypsiniert und auf einen in vitro Angiogenese-Assay (Matrigel) gegeben. Dabei erfolgte 
weiterhin die Stimulation mit ebenfalls 100nM Isoprenalin. Nach 18h Wachstum ins Matrigel 
erfolgte die Fluoreszenzmikropskopie. Als Kontrolle wurden unbehandelte Zellen verwendet. 
Für die Dye-Transfer-Experimente wurden die nahezu konfluente Zellen für 20h mit 100nM 
Isoprenalin stimuliert. 
3.6 In vitro Angiogenese-Assay mittels Matrigel (3D-Kultur) 
Zur Herstellung der Matrigel-Lösung wurden Puffer und Gel des in vitro Angiogenenese 
Assays ECM625 von Millipore auf Eis aufgetaut und 1000µl des Gels wurden mit 110µl des 
Puffers gemischt. Danach erfolgte die Lagerung des Gemisches im Kühlschrank bei 4°C. 
Das Matrigel härtet bei Temperaturen zwischen 22°C und 36°C aus, wenn es bei 4°C 
aufbewahrt wird, bleibt es flüssig. Zum Gießen des Gels wurden 100µl der Matrigel-Lösung 
mit Hilfe einer gekühlten Pipettenspitze in die Ecke einer der acht Kammern des Lab Tek 
Chamber Slide  Systems gegeben und gleichmäßig in der Kammer verteilt. Danach wurde 
die Kammer in den Brutschrank gestellt und das Gel bei 37°C und 5% CO2 für 1-2h 
ausgehärtet. Nachdem die Zellen zu 80% konfluent waren, wurden die HUVECs mit dem 
Lektin Ulex Europaeus Agglutinin-1, welches mit Fluoreszeinisothiozyanat (FITC) gekoppelt 
war, gefärbt. Das Lektin bindet spezifisch  an humane Endothelzellen. Dazu wurde das 
Zellkulturmedium um 1ml vermindert und im Dunkeln wurden 5µl der FITC- Lektin 
Stammlösung (1mg gelöst in 1ml Endothelzellmedium I) pro Well zugegeben. Anschließend 
wurden die Zellen für 30min bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert. Die weiteren 
Arbeitsschritte erfolgten im Dunkeln. Die gefärbten Zellen wurden mit DPBS gewaschen und 
pro Well wurde 1ml Trypsin zugegeben, um die Zellen von der Zellkulturplatte abzulösen. Die 
Trypsinwirkung wurde nach Ablösen der Zellen durch Zugabe von 2ml Endothelzellmedium II 





zentrifugiert. Dann wurde der Überstand entfernt und die Zellen wurden in 200µl 
Endothelzellmedium II resuspendiert. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe der 
Neubauer-Zählkammer. Pro Gel-Kammer wurden 200000 Zellen in 200µl Medium auf das 
Matrigel gegeben und im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 für 18h inkubiert. Während 
dieser Zeit wuchsen die Zellen in das Matrigel ein und bildeten Kapillar-ähnliche Strukturen. 
Nach dem Ende der Inkubationszeit wurde das Gel mit PBS gewaschen und mit Hoechst 
BisBenzimide 33258 gefärbt. Dieses bindet AT- reiche Sequenzen der DNA (Baraldi et al., 
2004). Dazu wurde die 0,1mg/ml Stammlösung 1:100 in Aqua dest. verdünnt und die Zellen 
im Matrigel mit 100µl davon für 10min inkubiert. Anschließend erfolgte ein Waschschritt mit 
PBS. Das Gel wurde dann mit einem Skalpell von den Seiten der Kammer abgelöst und der 
Kammeraufsatz wurde vom Objektträger abgelöst. Nun erfolgte entweder die 
Proteinextraktion der Zellproteine oder die Fluoreszenzmikroskopie. Für letzteres wurden 2-3 
Tropfen Fluoreszenz Mounting Medium zugegeben und das Gel wurde mit einem 
Deckgläschen eingedeckt. Direkt im Anschluss erfolgte das Mikroskopieren. 
3.7 Fluoreszenzmikroskopie  
Die in vitro Angiogenese- Assays wurden mit Hilfe des Zeiss Axioskop Mikroskopes bei einer 
Vergrößerung von 200x analysiert. Fluoresceinisothiocyanat (FITC) wurde bei einer 
Wellenlänge von 495nm angeregt und emittierte eine Grünfluoreszenz bei 519nm, Hoechst 
BisBenzimide 33258 wurde mit 350nm angeregt und emittierte im blauen Bereich bei 450nm. 
Zusätzlich wurden bei 50facher Vergrößerung Phasenkontrastaufnahmen der in vitro 
Angiogenese-Assays gemacht. Die Immunfluoreszenzfärbungen der Matrigele wurden bei 
einer Vergrößerung von 400x, die Schnitte der A. mammaria bei einer Vergrößerung von 
1000x ausgewertet. Dabei wurde Alexa488 mit einer Wellenlänge von 495nm angeregt und 
emittierte Licht einer Wellenlänge von 519nm im grünen Bereich, DAPI wurde mit 350nm 
angeregt und emittierte blaues Licht im Bereich von 450nm. Chicago Blau wurde mit einer 
Wellenlänge von 595nm angeregt und emittierte bei 620nm rot. 
3.8 Auswertung der Fluoreszenzaufnahmen 
Die Auswertung erfolgte mit Zeiss Axio Vision Rel. 4.6. Es wurden pro Ansatz 25 gleich 
große Sichtfenster mit einer Größe von jeweils 300µm x 225µm ausgewertet. Es wurden 
sowohl die Anzahl der Zellkerne als auch der Kapillarabzweigungen sowie die Länge der 
Kapillar-ähnlichen Strukturen bestimmt. Zudem wurde das Verhältnis der Abzweigungen zur 
Kapillarlänge berechnet und das Muster des Netzwerkes semiquantitativ durch ein 






Einzelne, gut separierte Zellen 0 
Zellen beginnen zu wachsen und sich 
auszurichten 
1 
Einzelne Kapillar-ähnliche Strukturen ohne 
Abzweigungen 
2  
Abzweigungen von Kapillar-ähnlichen 
Strukturen aus sichtbar 
3  
Beginn der Ausbildung eines komplexen 
Netzwerkes 
4  
Komplexes Netzwerk ähnlich eines 
Spinnennetzes hat sich ausgebildet 
5  
Tabelle 2: Musterbewertung der Kapillar-ähnlichen Strukturen im Matrigel 
 
Die Punkte aller 25 Bilder wurden addiert, sodass ein maximaler Punktwert von 125 Punkten 
pro Ansatz möglich war.  
3.9 Dye transfer-Experimente (Durchführung des Voltage Clamp:  
Prof. Dr. med. Stefan Dhein) 
Herstellung benötigter Lösungen: 






10mM 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsäure (HEPES) 
10mM Glukose 
pH 7,4 




5mM Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraessigsäure (EGTA) 
3,1mM di-Natriumadenosintriphophat (Na2ATP) 





10mM 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsäure (HEPES) 
0,1% Lucifer Yellow 
pH 7,1 
 
Um die Kopplung der Zellen über Gap Junctions zu testen, wurden Dye transfer-Experimente 
mit dem Fluoreszenzfarbstoff Lucifer Yellow durchgeführt, der aufgrund seines 
Molekulargewichts von 457Da Gap Junction Kanäle passieren kann (Elfgang 1995, Veenstra 
1995). Die Anregung des Fluoreszenzlichtes erfolgte mit einer Wellenlänge von 428nm, das 
emittierte Licht lag mit einer Wellenlänge von 535nm im gelb-grünen Bereich. Für die 
Experimente wurden die Zellen mit dem Beginn der siRNA-, Nicotin- oder 
Isoprenalinbehandlung auf Gelatine-beschichteten Deckgläschen ausgesät. Nach Ende der 
Inkubationszeit wurden sie in ein 1ml Organbad überführt, welches mit Tyrodelösung gefüllt 
war, die 37°C warm war. Nach dem Auswaschen des Isoprenalins bzw. Nicotins wurden die 
Zellen mit Glaspipetten einer Größe von 5-6MΩ gepatcht, die mit “intrazellulärer“ Lösung 
gefüllt waren. Nach dem break-in und der Herstellung der whole cell-Konfiguration wurde ein 
Membranpotential von -40mV eingestellt. Sodann wurde in die Zelle Lucifer Yellow injiziert. 
Die Anzahl der Zellen, in die der Farbstoff durch die Gap Junction Kanäle aufgenommen 
wurde, wurde 5min nach der Injektion mittels Computer-assistierter Bildanalyse bestimmt. 
3.10 Proteinextraktion aus der 3D-Kultur im Matrigel  
Herstellung der benötigten Lösungen und Puffer: 
CHAPS-Puffer (2x): 
 60mM Tris(hydroxylmethyl)-aminomethan (Tris, pH = 7,4) 
 300mM Natriumchlorid 
2% (w/v) 3-[3-Cholamidopropyl)-dimethyl-ammonio]-1- 
Propansulfonat (CHAPS) 
2mM Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) 
 2mM Pheniylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 
 2mM β-Mercaptoethanol 
 2mM Natriumorthovanadat 
 0,04% Aprotinin 
 0,02% Leupeptin 
 0,02% Pepstatin A 
Hypotone Lösung: 
 98mM Natriumchlorid 





 1,5mM Calciumchlorid 
 1,2mM Magnesiumchlorid 
 11,5mM 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsäure (HEPES) 
 10mM Glukose 
 Aqua dest. 
 209mOsm, pH = 7,3 
 
Nach 18stündiger Inkubation der Zellen im Matrigel (3D Kultur) wurde das Gel aus der 
Kammer gelöst und in ein 2ml Eppendorf-Röhrchen überführt. Danach wurden 90µl 
Kollagenase-IV-Lösung zugegeben und das Röhrchen bei 37°C für 15min inkubiert, damit 
die extrazelluläre Matrix des Matrigels abgebaut wird. Anschließend wurden die Zellen für 
10min bei 250xg sedimentiert. Der Überstand wurde verworfen und um die Zellen zum 
Zerplatzen zu bringen wurde das Pellet in 40µl hypotoner Lösung resuspendiert und für 
45min bei 4°C auf einem Schüttler inkubiert. Danach wurde die Suspension dreimal für 1min 
im Ultraschallbad behandelt. Es wurden 40µl zweifach konzentrierten CHAPS-Puffers 
zugegeben. Die Lösung wurde für 1h bei 4°C inkubiert. Die Röhrchen wurden im Anschluss 
daran bei 50377xg für 1h bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde aliquotiert und für 
Western Blot-Experimente genutzt. 
3.11 Protein-Extraktion mit Hilfe von RIPA-Puffer  
Herstellung des RIPA-Puffers (1x): 
 50mM Tris (pH = 7,4) 
 1% NP-40 
 0,25% Natriumdeoxycholat 
 150mM Natriumchlorid 
1mM Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)  
 1µg/ml Aprotinin 
 1µg/ml Leupeptin 
 1µg/ml Pepstatin A 
 1mM Natriumfluorid 
 1mM Natriumorthovanadat 
 1mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 
 
Das Medium wurde von den Zellen abgezogen, danach erfolgte das Waschen mit eiskaltem 
DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline). Anschließend wurde eiskalter RIPA-Puffer, 





wurden die Zelllysate mit Hilfe eines Zellkulturschabers vom Boden der Zellkulturplatte gelöst 
und in ein Eppendorf-Röhrchen überführt. Dieses wurde dreimalig für 1min im mit Eis 
gefüllten Ultraschallbad inkubiert. Dazwischen erfolgte eine Kühlung auf Eis. Der Inhalt des 
Röhrchens wurde anschließend auf dem Vortex gemischt. Es folgte die Zentrifugation der 
Röhrchen bei 10600xg für 30sec bei 4°C. Der Überstand wurde aliquotiert und bei -20°C 
gelagert. 5µl wurden direkt für die Proteinbestimmung nach der Methode von Lowry genutzt. 
3.12 Proteinbestimmung 
Um für die Western Blot-Experimente gleiche Proteinmengen zu erhalten, erfolgte nach der 
Proteinextraktion aus der HUVEC- Zellkultur die Proteinbestimmung mit dem BCA Protein 
Assay von Pierce. Das BCA-Reagenz setzte sich aus Lösung A und B zusammen, die im 
Verhältnis 1:50 gemischt wurden. Zunächst erfolgt die Erstellung einer Standardkurve mit 
BSA-Standards von 2000µg/ml bis 25µg/ml. Die Zelllysate wurden für die Proteinbestimmung 
im Verhältnis 1:10 mit RIPA-Puffer verdünnt. 10µl des BSA-Standards und der verdünnten 
Proben wurden in eine Mikrotiterplatte pipettiert und pro Well mit 200µl BCA-Reagenz 
vermischt. Für jede Probe wurde dabei eine Dreifachbestimmung durchgeführt. Die 
Mikrotiterplatte wurde für 30min bei 37°C inkubiert und anschließend wurde die Absorption 
bei 562nm mittels Spektrophotometer gemessen. Die Auswertung der 
Proteinkonzentrationen erfolgte mit dem Programm Lambda KC4 Version 2.7 Rev. 9. 
3.13 SDS-Gelelektrophorese 
Herstellung benötiger Puffer und Lösungen: 
Laemmli-Puffer (5x): 
 250mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) 
 10% Natriumdodecylsulfat (SDS) 
50% Glycerol 
 25% -Mercaptoethanol 
 0.025% Bromphenolblau 
 Aqua dest. 







 500mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) 
 8mM Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)  
 13,8mM Natriumdodecylsulfat (SDS) 
 Aqua dest. 
 pH = 6,8 
Trenngelpuffer: 
 1,5M Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) 
 8mM Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) 
 613,8mM Natriumdodecylsulfat (SDS) 
 Aqua dest. 
 pH = 8,8 
Sammelgel (4%): 
 7,8ml Aqua dest. 
 3,3ml Sammelgel-Puffer (pH = 6,8) 
 2,0ml 30% Acrylamid/Bis-Acrylamid-Lösung 
 40µl Tetramethyldiamin (TEMED) 
 90 µl 10% Ammoniumpersulfat (APS) 
Trenngel (10%): 
 6,3ml Aqua dest. 
 3,75ml Trenngel-Puffer (pH = 8,8) 
 5ml 30% Acrylamid/Bis-Acrylamid-Lösung 
 50µl Tetramethyldiamin (TEMED) 
 90µl 10% Ammoniumpersulfat (APS) 
Trenngel (8%): 
7,3ml Aqua dest. 
 3,75ml Trenngel-Puffer (pH = 8,8) 
 4ml 30% Acrylamid/Bis-Acrylamid-Lösung 
 50µl Tetramethyldiamin (TEMED) 
 90µl 10% Ammoniumpersulfat (APS) 
SDS-Laufpuffer: 
 49,5mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) 
 3,5mM Natriumdodecylsulfat (SDS) 
 383,6mM Glycin 






Bei der SDS-Gelelektrophorese erfolgt die Auftrennung von Proteinen anhand ihrer Größe auf 
einem Polyacrylamid-Gel. So wird eine Analyse von Proteinmischungen ermöglicht. Die 
Proteine binden hierbei die Seife SDS, was zur Bildung negativ geladener SDS-Protein-
Komplexe mit einem konstanten Ladungs-Masse-Verhältnis führt (Rehm, 2002). Zunächst 
wurde eine Konzentrationswirkungskurve erstellt, um die optimale Proteinmenge der Proben 
zu ermitteln. Damit wurde auch sichergestellt, dass die eingesetzte Proteinkonzentration nicht 
im Sättigungsbereich liegt, sondern im quasilinearen Bereich. Es wurden daraufhin 20µg 
Gesamtprotein pro Geltasche verwendet. Die Proteinproben wurden mit 4µl fünffach 
konzentriertem Laemmli-Puffer gemischt und im Thermocycler für 5min auf 95°C erhitzt und 
danach auf 4°C abgekühlt. Als Proteinstandard dienten 5µl Peq Lab Protein Marker IV oder V. 
Die Auftrennung der Proteine erfolgte im SDS-Laufpuffer mittels denaturierender 
Polyacrylamid-Gelelektrophorese bei 70V für 20min im 4%igen Sammelgel, danach bei 100V 
für ca. 90min im 10%igen Trenngel. Für die SDS-Gelelektrophorese mit Proteinextrakten aus 
Matrigel wurde ein 8%iges Trenngel verwendet.  
3.14 Western Blot 
Herstellung benötigter Puffer und Lösungen: 
Towbin-Transferpuffer (1x): 
 25mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) 
 0,7mM Natriumdodecylsulfat (SDS) 
 192mM Glycin 
 20% Methanol 
 Aqua dest. 
Tris-gepufferte-Salzsäure-Tween (TBS-T, 1x): 
 500mM Natriumchlorid 
 50mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) 
 0,1% Tween20 
 Aqua dest. 
 pH = 7,6 
2% BSA Lösung: 
2g Bovines Serumalbumin (BSA) 
 100ml Tris-gepufferte-Salzsäure-Tween 
 
Die Proteine wurden nach der gelelektrophoretischen Auftrennung mittels Wet-Blot-
Verfahren auf eine PVDF-Membran gebracht. Der Transfer erfolgte bei 350mA für 45min mit 





die Membran mit dem MemCode™ Reversible Protein Stain-Kit gefärbt, um die Effizienz des 
Transfers zu überprüfen. Im Anschluss wurde die PVDF-Membran für 1h auf einem Schüttler 
mit Kippbewegungen bei Raumtemperatur mit 2% BSA-Lösung inkubiert, um unspezifische 
Bindungsstellen zu blockieren. Danach wurde die Membran mit dem primären Antikörper in 
2% BSA- Lösung behandelt und über Nacht bei 4°C inkubiert. Anschließend wurde die 
Membran eine weitere Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schüttler inkubiert, um die 
Antigen-Antikörperbindung zu festigen.  
Folgende primäre Antikörper und Verdünnungen wurden verwendet: 


























Tabelle 3: Verwendete primäre Antikörper bei den Western Blot-Experimenten 
 
Die Membran wurde danach dreimal für 5min mit 1xTBS-T gewaschen und dann mit dem 
Sekundärantikörper in der Verdünnung 1:20000 in 2% BSA-Lösung für 1h inkubiert. Dabei 
wurden folgende Sekundärantikörper verwendet: 











Kaninchen-anti-Maus IgG (ganzes Molekül), Peroxidase-
konjugiert  
# A9044, Sigma-Aldrich 
Tabelle 4: Verwendete sekundäre Antikörper bei den Western Blot-Experimenten 
 
Im Anschluss daran erfolgte das dreimalige Waschen der Membran für 5min mit 1xTBS-T. 
Mit Hilfe einer Chemilumineszenz-Reaktion erfolgte die Immundetektion. Hierfür wurde die 





zwei Lösungen, wobei das Volumen der Lösung A in ml mit der entsprechenden Menge 
Tropfen der Lösung B gemischt wurde. Anschließend wurde ein Röntgenfilm mit dem 
Chemilumineszenzsignal in einer Fotokoammer belichtet. Die Belichtungszeiten 
unterschieden sich je nach dem untersuchten Antigen. Für Cx43 betrug sie zwischen 10s 
und 5min, für Cx40, Cx37, und die NCX1 zwischen 10 und 60min. Zur 
Röntgenfilmentwicklung wurde die Kodak-Entwickler-Lösung (1:5) und nachfolgend eine 
Fixierung mittels Kodak-Fixierer-Lösung (1:5) eingesetzt. Zur Normierung des Signals wurde 
die Proteinexpression des house keeping genes GAPDH untersucht. Für die 
Proteinexpressionsuntersuchungen aus Matrigel wurde die NCX1 zur Normierung genutzt. 
Dabei wurden folgende Antikörper und Verdünnungen verwendet: 











Tabelle 5: Verwendete primäre Antikörper für die house keeping genes bei den Western Blot-
Experimenten 
 
Die Membran wurde mit der Antikörperlösung für 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Die 
weiteren Schritte erfolgten wie bei der Connexin-Expressionsanalyse, wobei der Röntgenfilm 
zur Visualisierung der GAPDH zwischen 5s und 1min belichtet wurde, bei der NCX1 
zwischen 5 und 30min. Die Röntgenfilme wurden digitalisiert und die Bandenschwärzung mit 
dem Programm Quantity one Version 4.4 quantifiziert. Dabei wurde der Hintergrund 
subtrahiert und die behandelten Zellen ins Verhältnis zur Kontrolle gesetzt. Die Kontrolle 
wurde dabei mit 100% festgelegt. 
3.15 Gelfärbung 
Herstellung der Coomassie-Blau-Lösung und der Entfärber-Lösung: 
Coomassie-Blau-Lösung: 
 0,1% Coomassie-Brillantblau 
 10% Eisessig 
 50% Methanol 
 Aqua dest. 
Entfärber-Lösung: 
 20% Methanol 
7% Essigsäure 





Die Färbung des Gels mit Coomassie-Blue-Lösung diente zur Beurteilung der Effizienz des 
Proteintransfers. Der Farbstoff bindet an hydrophobe Bereiche der Proteine und macht sie 
dadurch sichtbar. Dafür wurde das Gel 5min mit der Coomassie-Blue-Lösung geschwenkt 
und anschließend dreimal für 15min mit Entfärber-Lösung gewaschen. 
3.16 Membranfärbung 
Die Färbung der Membran erfolgte nach dem Proteintransfer mit dem MemCode™ Reversible 
Protein Stain-Kit von Thermo Scientific. Dafür wurde die Membran dreimal mit DEPC- 
Wasser gewaschen und anschließend der MemCode™ Sensitizer zugegeben. Die Membran 
wurde damit für 2min unter Schütteln inkubiert. Dann wurde der MemCode™ Reversible Stain 
auf die Membran gegeben und für 1min auf dem Schüttler inkubiert. Gefärbte Proteine waren 
nun türkis-blau gefärbt. Zum Entfernen der Hintergrundfärbung wurde nun dreimal 
MemCode™ Destain auf die Membran gegeben. Dann wurde das Destain-Reagenz 1:1 mit 
Methanol gemischt und die Membran damit für 5min unter Schütteln inkubiert. Anschließend 
wurde die Membran fünfmal mit DEPC-Wasser gewaschen. Um die Färbung zu entfernen 
wurde das Eraser-Reagenz 1:1 mit Methanol gemischt, die Membran damit für 10min auf 
dem Schüttler inkubiert und anschließend dreimal mit DEPC- Wasser gewaschen.  
3.17 Immunfluoreszenzfärbung der Zellen im Matrigel 
Herstellung benötigter Lösungen: 
Herstellung des Formalins (nach Lillie):  
 46mM di-Natriumhydrogenphosphat 
 29mM Natriumdihydrogenphosphatdihydrat 
 Aq.dest 
 4% Formaldehyd 37% 
 pH = 7 
Herstellung der 1%igen Triton-X-100-Lösung: 
 1ml Triton-X-100 
 99ml Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung (PBS, 1x) 
Herstellung der 0,1%igen BSA-Lösung: 
 0,1g Bovines Serumalbumin (BSA) 
 100ml Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung (PBS, 1x) 
 
Nach 18stündiger Inkubation im Matrigel wurde dieses dreimal mit PBS gewaschen und 
anschließend für 10min in Formalin fixiert und wiederum dreimal mit PBS gewaschen. Dann 





Bindungsstellen wurden anschließend mit 0,1%iger BSA-Lösung in PBS für 20min blockiert. 
Über Nacht wurden die Zellen in den Matrigelen nun mit den folgenden primären Antikörpern 
bei 4°C inkubiert: 
 
















Tabelle 6: Verwendete primäre Antikörper bei der Färbung im Matrigel 
 
Nach 30minütiger Erwärmung der Matrigele wurden diese dreimalig mit 0,1%iger BSA-
Lösung in PBS gewaschen und danach mit den folgenden sekundären Antikörpern in einer 
Verdünnung von 1:100 für 1h inkubiert: 
Primärer Antikörper Sekundärer Antikörper 
Kaninchen-anti-Cx43  
Kaninchen-anti-Cx37  
Alexa Fluor488 Ziege-anti-Kaninchen IgG (H+L)  
#A11008 
Invitrogen 
Ziege-anti-Cx40 Alexa Fluor488 Kaninchen-anti-Ziege IgG (H+L)  
#A11078 
Invitrogen 
Tabelle 7: Verwendete primäre Antikörper bei der Färbung im Matrigel 
 
Anschließend wurden die Matrigele mit 0,1%iger BSA-Lösung in PBS gewaschen und die 
Kerne mittels DAPI-Lösung (1:100 000 in PBS) für 1min angefärbt. Dann wurden die Gele 
mit Fluoreszenz Mounting Medium eingedeckt. Danach erfolgte die Auswertung mittels 
Fluoreszenzmikroskopie.  
3.18 Einbetten von Gewebeproben der humanen A. mammaria in Paraffin 
und Schneiden der Proben 
Herstellung benötigter Lösungen: 
70%ige Ethanollösung: 
 700ml Ethanol 






 500ml Isopropanol 
 500ml Wasser 
Isopropanol 70%: 
 700ml Isopropanol 
 300ml Wasser 
Isopropanol 80%: 
 800ml Isopropanol 
 200ml Wasser 
Isopropanol 96%: 
 960ml Isopropanol 
 40ml Wasser 
 
Nach der Entnahme wurden die Gewebeproben der humanen A. mammaria in 4%iges 
Formalin nach Lillie überführt, darin für eine Woche inkubiert und anschließend in 70%ige 






1. Formalin (4%) 1h 35°C 
2. Isopropanol 50% 1h 35°C 
3.  Isopropanol 70% 1h 35°C 
4.  Isopropanol 80% 1h 35°C 
5.  Isopropanol 96% 1h 35°C 
6.  Isopropanol 96% 1h 35°C 
7.  Isopropanol 100% 1h 35°C 
8. Isopropanol 100% 1h 35°C 
9. Xylol 100% 30min 35°C 
10. Xylol 100% 30min 35°C 
11. Paraffin 30min 60°C 
12. Paraffin 30min 60°C 
13. Paraffin 1h 60°C 
14. Paraffin 1h 60°C 






Anschließend wurden die Gewebeproben in flüssigem Paraffin eingebettet und auf eine 
Kühlplatte überführt, um das Paraffin auszuhärten. Dann wurden die Proben bei 
Raumtemperatur gelagert. Mittels des Mikrotoms wurden Gewebeschnitte mit 5µm Dicke 
hergestellt, in ein erwärmtes Wasserbad überführt, auf einen Objektträger gebracht und 
anschließend über Nacht bei 60°C im Wärmeschrank getrocknet. Danach konnten die 
Schnitte bei Raumtemperatur gelagert werden. 
3.19 Immunfluoreszenzfärbung der humanen A. mammaria 
Herstellung benötigter Lösungen: 
96%ige Ethanollösung: 
 960ml Ethanol 
 40ml Aqua dest. 
70%ige Ethanollösung: 
 700ml Ethanol 
 300ml Aqua dest. 
Tris-gepufferte Kochsalzlösung (TBS; 1x): 
 0,5M Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) 
 1,5M Natriumchlorid 
 Aq. dest 
 pH = 7,6 
Natrium-Citrat-Lösung: 
 0,01M Natriumcitrat 
 Aq. dest.  
 pH = 6,0 
2% BSA in TBS: 
 2g Bovines Serumalbumin (BSA) 
 100ml Tris-gepufferte Kochsalzlösung (TBS, 1x) 
0,1% Chicago Blau-Lösung: 
 10mg Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung (PBS, 1x) 
 
Zuerst wurden die Gewebeschnitte mittels Xylol entparaffiniert und danach für jeweils  5min 
in 100%, 96% und 70% Ethanol gegeben. Zur Rehydrierung wurden die Schnitte für 5min in 
Aqua dest. überführt und anschließend mit 1xTBS Lösung für 10min gewaschen. Die 
Permeabilisierung erfolgte für 30min in 0,01M Natrium-Citratlösung in der Mikrowelle. Nach 





Über Nacht wurden die Schnitte mit den primären Antikörpern, gelöst in 2%iger BSA-Lösung, 
inkubiert. Dafür wurden folgende Antikörper und Verdünnungen verwendet: 
 
















Tabelle 9: Verwendete primäre Antikörper bei der Färbung der Gewebeproben 
 
Die Schnitte wurden für 30min bei Raumtemperatur erwärmt und dreimal für 5min mit TBS 
gewaschen. Die Inkubation mit dem sekundären Antikörper erfolgte für 1h bei 
Raumtemperatur. Folgende Sekundäre Antikörper wurden in der Verdünnung 1:250 in 
2%BSA-Lösung verwendet: 
Primärer Antikörper Sekundärer Antikörper 
Kaninchen-anti-Cx43  
Kaninchen-anti-Cx37  
Alexa Fluor488 Ziege-anti-Kaninchen IgG (H+L)  
#A11008 
Invitrogen 
Ziege-anti-Cx40 Alexa Fluor488 Kaninchen-anti-Ziege IgG (H+L)  
#A11078 
Invitrogen 
Tabelle 10: Verwendete sekundäre Antikörper bei der Färbung der Gewebeproben 
 
Die Schnitte wurden zweimal für 5min mit 1xTBS gewaschen, dann für 5min mit Chicago 
Blau-Lösung gefärbt und anschließend 5min mit 1xTBS gewaschen. Danach wurden die 
Kerne für 1min mit DAPI in der Verdünnung 1:100000, gelöst in 1xTBS, gefärbt. Nach einem 
nochmaligen Waschschritt erfolgte das Eindecken der Schnitte mit Dako Fluoreszenz 
Mounting Medium. Die Auswertung erfolgte mittels Immunfluoreszenzmikroskopie. 
3.20 RNA-Isolation 
Herstellung der 75%igen Ethanollösung: 
 750ml Ethanol 
 250ml Aq. dest. 






Die Isolation der RNA aus der Zellkultur erfolgte mittels Trizol. Hierfür wurden die Zellen 
nach der 24stündigen Behandlung mit der siRNA und anschließend 18h Inkubation ohne 
siRNA oder nach 5tägiger Behandlung mit 1µM Nicotin mittels Trizollösung lysiert und in 2ml 
Eppendorfröhrchen überführt. Nach Zugabe von Chloroform wurden die Röhrchen intensiv 
per Hand für 20sec geschüttelt und 3min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 
wurden die Röhrchen für 15min bei 11000rpm und 4°C zentrifugiert. Die obere Phase wurde 
nun in 1,5ml Eppendorfröhrchen überführt und nach Zugabe von Isopropanol für 10min bei 
Raumtemperatur inkubiert und dann bei 11000rpm und 4°C für 10min zentrifugiert. Der 
Überstand wurde verworfen und das Pellet mit 75%iger Ethanollösung gewaschen. Nach 
nochmaliger Zentrifugation bei 11000rpm für 5min wurde der Überstand verworfen und das 
Pellet getrocknet und in autoklaviertem Wasser gelöst. Die RNA-Konzentration wurde mittels 
Eppendorf Photometer bei 260nm bestimmt. Die RNA-Isolate wurden bis zur Nutzung bei -
80°C gelagert. 
3.21 Reverse Transkription 
Für die Reverse Transkription wurde folgender Mastermix mit Hilfe des Omniscript reverse 
transcription Kits von Quiagen hergestellt: 
Reagenz Menge pro 
Eppendorfröhrchen 
10x Buffer RT 2 µl 
dNTP mix (5mM each) 2 µl 
Random (o. Oligo-) primer 2 µl 
Reverse transcriptase (Omniscript) 1 µl 
Tabelle 11: Herstellung des Mastermix für die Reverse Transkription 
 
2000ng der Gesamt-RNA gelöst in autoklaviertem Wasser wurden zugegeben und das 
Reaktionsvolumen mit autoklaviertem Wasser auf 20µl pro Eppendorfröhrchen aufgefüllt. 
Dann wurde die RNA für 1h bei 37°C in cDNA umgeschrieben und anschließend bis zur 
Nutzung bei -80°C gelagert. 
3.22 Quantitative Real-Time PCR 
Für die quantitative Real-Time PCR wurde 1µl der cDNA genutzt und mit den Komponenten 
des SYBR Green I Master Mix von Roche folgendermaßen gemischt, sodass sich ein 







Reagenz Menge pro 
Eppendorfröhrchen  
PCR-Wasser          7µl 
1µg/µl Primer 1   1µl 





Tabelle 12: Herstellung der Proben für die PCR 
 
Die Sequenzen der Primer wurden mit Hilfe der Programme Oligo und Primer3 anhand der 
bekannten Nukleotidsequenzen ausgewählt und auf Spezifität überprüft. Folgende 





5’ GTG GGC TTA TGT CAC CCA ACA 





5’ CCT GAT CAC CCT CCC TCC TCC AA 





5’ AGG CGG GAA GCA CCA TCT CT 





5’ TTC CAT GGC ACC GTCA AGG CTG 
5’ CAC GAC GTA CTC AGC GCC AGC A 
Tabelle 13: Verwendete Primer für die PCR 
 
Die qPCR wurde mit folgenden Einstellungen am Light Cycler 480 II von Roche gleichzeitig 
für Cx40, Cx43 und GAPDH durchgeführt: 
Preinkubation:  Zyklen:1 95oC 5 min        
Amplifikation:  Zyklen:40 95oC 5 s   
61oC 15 s  
72oC 10 s  
Schmelzkurve: Zyklen:1 72oC   
     65oC   





Für die quantitative Real-Time PCR für Cx37 und GAPDH wurden folgende Einstellungen 
genutzt: 
Preinkubation:  Zyklen: 1 95oC 5 min        
Amplifikation:  Zyklen: 40 95oC 5 s   
56oC 15 s  
72oC 10 s  
Schmelzkurve: Zyklen: 1 72oC   
     65oC   
     95oC   
 
Die relative Menge der Connexin-mRNA wurde im Verhältnis zur mRNA des house keeping 
genes GAPDH nach der 2-ΔΔCT-Methode nach Livak und Schmittgen (2001) errechnet. 
3.23 Statistische Auswertung 
Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm Systat 11.0. Nach der Varianzanalyse 
(ANOVA) erfolgte die Testung der Signifikanz nach dem Mann-Whitney Rank Sum Test. Für 
die Dye transfer-Experimente wurde der Kruskal-Wallis Test genutzt. Unterschiede wurden 







4.1 Isolation der venösen Endothelzellen aus der menschlichen 
Nabelschnur (HUVECs) 
Die Zellen waren 5±0,5 Tage nach dem Aussäen subkonfluent und nahmen in der Zellkultur 
ein für Endothelzellen typisches pflastersteinartiges Aussehen an (s. Abbildung 1). 
 
Abbildung 1 Subkonfluente HUVEC Zellkultur 
Die Zellen wurden ausgesät. Nach fünf Tagen waren sie subkonfluent und wiesen das typische 
pflasterseinartige Aussehen auf. 
4.2 Herabregulation der endothelialen Connexine Cx43, Cx40 und Cx37 
durch die siRNA abhängig von der Konzentration der siRNA 
Um die Proteinkonzentration von Cx37, Cx40 oder Cx43 herabzuregulieren, wurden humane 
venöse Nabelschnurendothelzellen (HUVECs) mit spezifischer siRNA gegen die mRNA des 
jeweiligen Connexins behandelt. Die Effizienz der Herabregulation der Connexin-Expression 
wurde durch quantitative PCR und Western Blot Analysen bestimmt. Dabei zeigte sich der 
größte Effekt 12h nach Ende der 24stündigen Inkubationszeit der Zellen mit siRNA für Cx37 
und Cx40 und nach 24h für Cx43. Für Cx43 war die größte Herunterregulation im Vergleich 
zur Kontrolle bei einer siRNA-Konzentration von 10nM zu sehen, für Cx37 und Cx40 bei 
20nM. Für Cx37 wurde die Expression durch die Behandlung mit siRNA auf 38,9%, für Cx40 
auf 31,3% und für Cx43 auf 22,4% im Vergleich zur Behandlung mit scrambled-siRNA 
reduziert. Die Expression der jeweils anderen Connexine war nicht signifikant verändert (s. 
Tabelle 14 und Abbildung 2). Auch in der quantitativen PCR konnte man eine 
Herabregulation der Connexine nach der Behandlung mit der spezifischen siRNA im 
Verhältnis zur Behandlung mit scrambled-siRNA sehen. Die mRNA des Cx37 war auf 46%, 
die des Cx40 auf 21,9% und die des Cx43 auf 39,4% gesenkt (Abbildung 3). Für die 
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eine 24stündige Inkubationszeit der Zellen mit 20nM siRNA für Cx37 und Cx40 und 10nM für 




Proteinexpression in % der Kontrollwerte (scrambled-
siRNA) 
Cx37 Cx40 Cx43 
Cx37 38,9±1,1 108,1±2,3 80,0±1,9 
Cx40 86,1±1,7 31,3±0,2 66,5±2,6 
Cx43 90,5±1,04 88,8±2,4 22,4±10,3 
Tabelle 14: Expression der Connexine Cx43, Cx40 und Cx37 nach Behandlung der Zellen mit 
spezifischer siRNA gegen Cx43, Cx40 oder Cx37 
Die Zellen wurden für 24h entweder mit 20nM siRNA gegen Cx37 und Cx40 oder 10nM siRNA gegen 
Cx43 behandelt. Als Kontrolle diente scrambled-siRNA in einer Konzentration von 20nM. Danach 
wurde die siRNA entfernt und die Zellen wuchsen noch weitere 18h in der 2D Kultur. Anschließend 
erfolgte die Proteinextraktion mittels RIPA-Puffer. Die Proteinlysate wurden für Western Blot-
Experimente genutzt und die Expression der Connexine unter der siRNA-Behandlung im Verhältnis 
zur Behandlung mit scrambled-siRNA ermittelt. 
 
Abbildung 2: Proteinexpression von Cx43, Cx40 und Cx37 nach Behandlung mit spezifischer 
siRNA 
Die Zellen wurden für 24h mit siRNA gegen entweder Cx37 (1), Cx40 (2) oder Cx43 (3) behandelt. Als 
Kontrolle diente die Behandlung der Zellen mit scrambled-siRNA (4) und mit dem 
Transfektionsreagenz allein (5). Anschließend wurde die siRNA entfernt und die Zellen nach 18h 
weiterem Wachstum mittels RIPA-Puffer lysiert. Danach erfolgten Western Blot-Experimente, um die 







Abbildung 3: mRNA-Expression der jeweiligen Connexine nach Behandlung mit spezifischer 
siRNA 
mRNA-Expression der jeweiligen Connexine nach Behandlung mit spezifischer siRNA Die 
Menge der Cx37-, Cx40- and Cx43-mRNA nach siRNA-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle 
(Behandlung mit scrambled-siRNA) wurde mittels qPCR bestimmt. Das house keeping gene GAPDH 
wurde zur Normierung genutzt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus n=3 Versuchen ± S.E.M.. 
 
4.3 Kommunikation der Zellen unter der Behandlung mit siRNA gegen 
die endothelialen Connexine 
Um zu untersuchen, ob die Expressionsminderung der Connexine durch die siRNA auch 
Effekte auf die Funktion der Gap Junction Kommunikation hat, wurden 18h nach Ende der 
Inkubationszeit mit der siRNA gegen entweder Cx43, Cx40 oder Cx37 Dye Transfer-
Experimente mit dem Farbstoff Lucifer Yellow durchgeführt. Die Kommunikation wurde durch 
die Behandlung mit der siRNA gegen jede der drei Isoformen signifikant vermindert (p<0,05). 
Der größte Effekt war beim Knockdown des Cx43 zu sehen, bei welchem die Anzahl 
kommunizierender Zellen von durchschnittlich 7,1 Zellen bei Behandlung mit scrambled-
siRNA auf durchschnittlich 2,3 Zellen abnahm. Durch die Behandlung der Zellen mit siRNA 
gegen Cxn40 oder Cx37 konnte gesehen werden, dass die Kommunikation der Zellen auf 





Abbildung 4: Kommunikation von HUVECs unter der Behandlung mit siRNA  
Annähernd konfluente HUVECs wurden für 24h mit siRNA gegen entweder Cx43 (D) in einer 
Konzentration von 10nM oder gegen Cx40 (C) oder Cx37 (B) in einer Konzentration von 20nM 
behandelt. Als Kontrolle diente die Behandlung mit 20nM scrambled-siRNA (scr-si; A). Nach weiteren 
18h Wachstum ohne siRNA wurden Dye Transfer-Experimente mit dem Farbstoff Lucifer Yellow 
durchgeführt und die Anzahl kommunizierender Zellen nach 5min gemessen. Durch den Knockdown 
der einzelnen Connexine konnte die Kommunikation der Zellen signifikant erniedrigt werden (p<0,05). 
Die Angaben entsprechen den Mittelwerten ± S.E.M. aus jeweils acht Versuchen, signifikante 
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4.4 Effekt des Connexin-Knockdowns auf die Caveolin-1-Expression 
Um weitergehend zu untersuchen, welche Mechanismen den Einfluss der Connexine auf die 
Angiogenese vermitteln könnten, wurde das caveoläre Strukturprotein Caveolin-1 untersucht, 
da bereits gezeigt werden konnte, dass es mit Cx43 (Langlois et al., 2008) und Cx37 und 
Cx40 co-lokalisiert (Saliez et al., 2008). 
Nach 24stündiger Behandlung der HUVECs mit siRNA gegen entweder Cx43, Cx40 oder 
Cx37 und anschließend 18h Inkubation ohne siRNA wurden die Proteine der Zellen 
extrahiert und mittels Western Blot-Analysen die Expression des Caveolin-1 untersucht. 
Dabei konnte durch die Behandlung mit siRNA gegen Cx37 und Cx40 eine signifikante 
Abnahme der Caveolin-1-Expression auf 75% bzw. 70% gegenüber der Behandlung mit 
scrambled-siRNA gesehen werden (p<0,05), wohingegen sich die Expression des Caveolin-
1 unter der Behandlung mit siRNA gegen Cx43 nicht signifikant von der Kontrollbehandlung 
unterschied (109% vs. Kontrolle; Abbidung 5). 
 
 
Abbildung 5: Cav-1-Expression unter der Behandlung mit siRNA 
Die Expression des Caveolin-1 wurde mittels Western Blot-Analysen bestimmt. Dazu wurden 
annähernd konfluente HUVECs für 24h mit siRNA gegen entweder Cx43 (Reihe 3), Cx40 (Reihe 2) 
oder Cx37 (Reihe 1) behandelt. Als Kontrolle diente die Behandlung mit scrambled-siRNA (Reihe 4). 
Sowohl die Behandlung mit siRNA gegen Cx40 als auch gegen Cx37 führte zu einer signifikanten 
Herabregulation der Caveolin-1-Expression im Vergleich zur Kontrolle (p<0,05). Die Angaben 
entsprechen den Mittelwerten ± S.E.M. aus fünf Versuchen, signifikante Unterschiede zur Kontrolle 





4.5 Wachstum der Zellen im in vitro Angiogenese-Assay 
Nachdem unbehandelte HUVECs für 18h in das Matrigel hineingewachsen waren, konnte 
man die Bildung Kapillar-ähnlicher Strukturen bis zur Ausbildung komplexer Netzwerke 
erkennen, die ähnlich wie ein Spinnennetz aussahen. Die Komplexität zeichnete sich durch 




Abbildung 6: Effekte auf das Kapillarwachstum in vitro.  
A-F: In vitro Angiogenese-Assays. HUVECs wurden entweder mit scrambled-siRNA (scr-siRNA, A), 
mit siRNA gegen Cx37 (B), Cx40 (C), Cx43 (D), Palmitoleinsäure (E) oder Nicotin (F) behandelt und 
wuchsen anschließend 18h ins Matrigel ein. Anschließend wurden repräsentative 






4.6 Effekte der scrambled-siRNA auf die Connexinexpression und die 
Angiogenese 
Eine Behandlung der Zellen mit scrambled-siRNA veränderte die Connexin-Expression von 
Cx43, Cx40 und Cx37 im Vergleich zur Behandlung mit den Transfektionspartikeln nicht 
signifikant (108% für Cx37, 103% für Cx40 und 102% für Cx43 vs. Ctrl; Abbildung 2). Im 
Vergleich zu Zellen, die nur mit dem Transfektionsreagenz behandelt wurden (Abbildung 7 A 
und B), zeigte sich bei Zellen, die mit scrambled-siRNA (Abildung 7 C und D) behandelt 
wurden, keine Veränderung in den untersuchten Angiogeneseparametern. Sowohl die Länge 
der Kapillar-ähnlichen Strukturen, als auch die Anzahl der Abzweigungen und die Zellzahl 
pro Gesichtsfeld blieben unverändert. Auch bei der Bewertung der Komplexität durch das 
Muster konnten keine signifikanten Veränderungen gesehen werden. Auch das Verhältnis 
von Abzweigungen zu Kapillarlänge war nicht signifikant verändert. 
 
4.7 Effekte des Knockdowns des Cx37 auf die Angiogenese in vitro 
Bei den Western Blot-Versuchen konnte man sehen, dass die größte Herabregulation der 
Cx37-Expression durch die Ziel-siRNA mit einer Behandlung der Zellen mit 20nM siRNA für 
24h und anschließend 12h Wachstum erreicht wurde. Dabei wurde die Expression von Cx37 
auf 38,9±1,1% im Vergleich zur Kontrolle gesenkt. Die Expression von Cx40 und Cx43 
hingegen war nur leicht verändert (Cx40 108,1% und Cx43 80,0% im Vergleich zur Kontrolle; 
Abbildung 2). Die Behandlung der Zellen mit siRNA gegen Cx37 führte im in vitro 
Angiogenese-Assay zu einer signifikanten Abnahme der Abzweigungen auf 75,4% (p<0,05) 
im Vergleich zur Kontrolle. Die durchschnittliche Kapillarlänge war auf 96,8% im Vergleich 
zur Kontrolle reduziert, die Zellzahl auf 88,7%. Die Punktzahl bei der Bewertung des Musters 
sowie das Verhältnis von Abzweigungen zu Kapillarlänge waren unter siRNA Behandlung 
gegen Cx37 leicht vermindert, jedoch erreichten diese Werte keine statistische Signifikanz 







Abbildung 7: Einfluss der scrambled-siRNA auf die Angiogenese in vitro 
A-D: in vitro Angiogenese-Assay (Matrigel).Nach der Behandlung mit 20nM scrambled-siRNA für 24h 
wurden die Zellen mit FITC-Lektin (grün) und die Kerne mit Hoechst BisBenzimide 33258 (blau) 
gefärbt. Anschließend wurden sie auf einen Angiogenese-Assay (Matrigel) gebracht und wuchsen für 
18h in das Matrigel hinein. Als Kontrolle wurden Zellen verwendet, die nicht mit siRNA behandelt 
wurden. Die Zellen, die mit scrambled-siRNA behandelt wurden (C und D) zeigten in Hinsicht auf die 
untersuchten Angiogeneseparameter (Zellzahl, Anzahl der Abzweigungen, Länge der Kapillaren, 
Muster und das Verhältnis von Abzweigungen zu Kapillarlänge) im Vergleich zur Behandlung der 
Zellen ohne scrambled-siRNA (A und B) keine Veränderungen. Maßstabsbalken = 50µM. 
E: Quantitative und semiquantitative Änderungen der untersuchten Angiogeneseparameter durch die 







Abbildung 8: Auswirkungen des Cx37-Knockdowns auf die Angiogenese 
Nahezu konfluente Zellen wurden für 24h mit 20nM siRNA gegen Cx37 behandelt und anschließend 
mit FITC-Lektin (grün) gefärbt. Die Kerne wurden mit Hoechst BisBenzimide 33258 (blau) angefärbt. 
Anschließend wurden sie auf einen Angiogenese-Assay (Matrigel) gebracht und wuchsen für 18h in 
das Matrigel hinein. Als Kontrolle wurden Zellen verwendet, die mit scrambled-siRNA behandelt 
wurden. Im Matrigel zeigte sich bei einer Behandlung mit siRNA gegen Cx37 (C und D) eine 
signifikante Erniedrigung in der Anzahl der Abzweigungen im Vergleich zur Kontrolle (A und B). 
Maßstabsbalken = 50µM. E: Quantitative und semiquantitative Änderungen der untersuchten 
Angiogeneseparameter durch die Behandlung mit 20nM siRNA gegen Cx37. Die Angaben 
entsprechen den Mittelwerten ± S.E.M aus sechs Versuchen. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle 





4.8 Auswirkungen des Knockdowns des Cx40 auf die Angiogenese in 
vitro 
Durch die Behandlung der HUVECs mit siRNA gegen Cx40 konnte die Expression des Cx40 
auf 31,3% im Vergleich zu den Kontrollwerten gesenkt werden. Dieser Wert wurde nach 
24stündiger Inkubation der Zellen mit 20nM siRNA gegen Cx40 und anschließend 18h 
Wachstum im Zellkulturmedium II gemessen. Auch die Proteinexpression von Cx37 und 
Cx43 war gegenüber der Kontrolle reduziert, jedoch nicht so stark wie die von Cx40 (Cx37 
86,1±1,7 und Cx43 66,5±2,6 vs. Kontrolle, Abbildung 2). Wie in Abbildung 6C und Abbildung 
9 zu sehen, war im in vitro Angiogenese-Assay eine signifikante Abnahme der 
Abzweigungen der Kapillar-ähnlichen Strukturen auf 58,3% der Kontrollbehandlung zu 
erkennen (p<0,05). Ebenfalls war das Verhältnis der Abzweigungen der Kapillaren zu deren 
Länge beim Cx40-Knockdown deutlich vermindert (54,7% vs. Kontrolle, p<0,05). Daraus 
resultierend ergab sich auch eine signifikant schlechtere Bewertung des Musters (80,0% im 
Verhältnis zur Kontrolle, p<0,05). Die mittlere Kapillarlänge war bei den mit siRNA gegen 
Cx40 behandelten Zellen etwas länger als bei den Kontrollzellen, jedoch nicht statistisch 
signifikant (106,6% vs. Kontrolle). Bei der Anzahl der Zellen konnte kein Unterschied 
zwischen Knockdown und Kontrolle festgestellt werden. 
 
4.9 Auswirkungen des Cx43-Knockdowns auf die Angiogenese 
Nach 24stündiger Inkubation der Zellen mit 10nM siRNA gegen Cx43 war eine 
Herabregulation der Expression des Cx43 auf 22.4% der Kontrollwerte zu sehen, 
wohingegen die Expression von Cx37 (90,5% vs. Kontrolle) und Cx40 (88,8% vs. Kontrolle) 
nahezu unverändert war (Abbildung 2). Die Effekte des Cx43-Knockdowns waren stärker 
ausgeprägt als die des Cx37- und Cx40-Knockdowns. Wie in Abbildung 5D und Abbildung 
10 zu sehen, war die Anzahl der Abzweigungen pro Gesichtsfeld im Vergleich zur Kontrolle 
auf 40,9% reduziert, das Verhältnis der Abzweigungen zur Kapillarlänge sogar auf 39,0% 
(p<0,05). Demzufolge war auch die Punktzahl des Musters signifikant auf 68,5% im 
Vergleich zur Behandlung mit scrambled-siRNA reduziert (p<0,05). Vergleichbar mit den 
Knockdowns von Cx37 und Cx40 zeigten sich keine signifikanten Änderungen im Hinblick 






Abbildung 9: Einfluss des Cx40-knockdowns auf die Angiogenese 
A-D: In vitro Angiogenese-Assay. Nahezu konfluente HUVECs wurden für 24h mit 20nM siRNA gegen 
Cx40 behandelt. Anschließend erfolgte die Färbung der Zellkerne mit Hoechst BisBenzimide 33258 
(blau) und der Zellen mit FITC-Lektin (grün). Die Zellen wurden dann auf ein in vitro Angiogenese-
Assay gebracht und wuchsen für 18h in das Gel hinein. Als Kontrolle wurden Zellen verwendet, die mit 
scrambled-siRNA behandelt wurden. Im Matrigel zeigte sich bei einer Behandlung mit siRNA gegen 
Cx40 (C und D) eine signifikante Erniedrigung in der Anzahl der Abzweigungen im Vergleich zur 
Kontrolle (A und B). Hinzu kommen ein schlechteres Muster sowie eine Abnahme der Abzweigungen 
pro Länge. Maßstabsbalken = 50µM. E: Quantitative und semiquantitative Änderungen der 
untersuchten Angiogeneseparameter durch die Behandlung mit 20nM siRNA gegen Cx40. Die 
Angaben entsprechen den Mittelwerten ± S.E.M. aus fünf Versuchen. Signifikante Unterschiede zur 






Abbildung 10: Auswirkungen des Cx43-Knockdowns auf die Angiogenese 
A-D: In vitro Angiogenese-Assay. Zu 80% konfluente HUVECs wurden für 24h mit 10nM siRNA gegen 
Cx43 behandelt, danach wurden die Zellkerne mit Hoechst BisBenzimide 33258 (blau) und die Zellen 
mit FITC-Lektin (grün) gefärbt. Die Zellen wurden dann auf ein in vitro Angiogenese-Assay gebracht 
und wuchsen für 18h in das Gel hinein. Als Kontrolle wurden Zellen verwendet, die mit scrambled-
siRNA behandelt wurden. Im Angiogenese-Assay konnte man für den Cx43-Knockdown (C und D) 
eine signifikante Erniedrigung in der Anzahl der Abzweigungen im Vergleich zur Kontrolle (A und B) 
sehen. Hinzu kommen ein schlechteres Muster sowie eine Abnahme der Abzweigungen pro Länge. 
Maßstabsbalken = 50µM. E: Quantitative und semiquantitative Änderungen der untersuchten 
Angiogeneseparameter durch die Behandlung mit 10nM siRNA gegen Cx43. Die Angaben 
entsprechen den Mittelwerten ± S.E.M.  aus fünf Versuchen. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle 





4.10 Verteilung der Connexine in den Kapillar-ähnlichen Strukturen 
Nach 24stündiger Behandlung der Zellen mit 20nM scrambled-siRNA oder  siRNA gegen 
Cx40 und Cx37 und 10nM siRNA gegen Cx43 und 18h Wachstum der Zellen im Matrigel 
wurden mittels Immunfluoreszenz die endothelialen Connexine Cx43, Cx40 und Cx37 
gefärbt, um die Verteilung der Connexine in den Kapillar-ähnlichen Strukturen untersuchen 
zu können. Nach der Behandlung mit 20nM scrambled-siRNA waren sowohl Cx43, als auch 
Cx40 und Cx37 zahlreich in den Kapillar-ähnlichen Strukturen nachzuweisen, insbesondere 
an Kapillarabzweigungen und den Enden der sich neu ausbildenden Kapillaren (Abbildung 
11 A, C, E). Nach der Behandlung mit siRNA gegen entweder Cx43, Cx40 oder Cx37 konnte 
eine deutliche Expressionsminderung des entsprechenden Connexins gesehen werden 
(Abbildung 11 B, D, F). 
 
Abbildung 11: Verteilung der Connexine in den Kapillar-ähnlichen Strukturen 
HUVECs wurden für 24h mit scrambled-siRNA (A, C, E) oder siRNA gegen Cx37 (B), Cx40 (D) oder 
Cx43 (F) behandelt. Anschließend wurden die endothelialen Connexine Cx37 (A und B), Cx40 (C und 
D) und Cx43 (E und F) mittels Immunfluoreszenz angefärbt (grün). Die Kerne wurden mittels DAPI 
blau gefärbt. Es ist zu erkennen, dass die Connexine vor allem an den Kapillarabzweigungen und den 





4.11 Effekte des Gap Junction-Blockers Palmitoleinsäure auf die 
Angiogenese 
Um zu sehen, welche Auswirkungen die funktionelle Blockade der Gap Junctions im 
Vergleich zu einer Downregulation auf die Angiogenese hat, wurden die Zellen während des 
18stündigen in vitro Angiogenese-Assays mit 10µM Palmitoleinsäure behandelt. Die 
funktionelle Blockade der Gap Junctions hatte ähnliche Auswirkungen wie der Knockdown 
der einzelnen Connexine. So waren die Zellzahl und die Länge der Kapillar-ähnlichen 
Strukturen nicht signifikant verändert. Die Parameter Anzahl der Abzweigungen war auf 
59,7%, das Verhältnis der Abzweigungen zur Kapillarlänge auf 57,1% und das allgemeine 







Abbildung 12: Einfluss des Gap Junction-Blockers Palmitoleinsäure auf die Angiogenese 
A-D: In vitro Angiogenese-Assay. Die Zellen wurden mit FITC-Lektin (grün) und die Zellkerne mit 
Hoechst BisBenzimide 33258 (blau) gefärbt und dann auf ein in vitro Angiogenese-Assay gebracht. 
Dabei wurden sie für 18h mit 10µM Palmitoleinsäure stimuliert. Als Kontrolle wurden unbehandelte 
Zellen verwendet. Im Angiogenese-Assay konnte für die Behandlung mit Palmitoleinsäure (C und D) 
eine signifikante Erniedrigung in der Anzahl der Abzweigungen im Vergleich zur Kontrolle (A und B) 
gesehen werden. Hinzu kommen ein schlechteres Muster sowie eine Abnahme der Abzweigungen pro 
Länge. Maßstabsbalken = 50µM. E: Quantitative und semiquantitative Änderungen der untersuchten 
Angiogeneseparameter durch die Behandlung mit Palmitoleinsäure. Die Angaben entsprechen den 
Mittelwerten ± S.E.M. aus drei Versuchen. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle (p<0,05) wurden 





4.12 Einfluss des Nicotins auf die Expression der Connexin-mRNA 
Nach 5tägiger Inkubation der HUVECs mit 1µM Nicotin wurde die RNA mittels Trizollösung 
isoliert. Die mRNA-Menge wurde mittels RT-PCR bestimmt. Es zeigte sich eine gesteigerte 
mRNA-Menge für alle drei endothelialen Connexine, wobei der Effekt bei der Cx40-mRNA 
am größten war (283% vs. Kontrollbehandlung). Wie in Abbildung 13 zu sehen, war sowohl 
die mRNA-Expression des Cx43 als auch des Cx40 signifikant gesteigert (p<0.05), die 
mRNA für Cx37 war ebenfalls erhöht, jedoch nicht statistisch signifikant. 
 
 
Abbildung 13: Expression der mRNA der endothelialen Connexine unter Nicotinbehandlung 
Nach Behandlung der HUVECs mit 1µM Nicotin für 5Tage wurde die RNA isoliert und eine RT-PCR 
durchgeführt. Die mRNA Expression war unter Nicotineinfluss für alle drei endothelialen Connexine im 
Vergleich zur Kontrolle gesteigert, für Cx43 und Cx40 statistisch signifikant (p<0,05). Die Angaben 
entsprechen den Mittelwerten ± S.E.M. aus fünf Versuchen. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle 
(p<0,05) wurden mit einem Stern gekennzeichnet. 
4.13 Einfluss des Nicotins auf die Connexin-Protein-Expression in der 
Matrigel-Kultur 
Um zu untersuchen, wie sich die gewonnenen Erkenntnisse unter pathologischen 
Bedingungen darstellen, wurden die Zellen mit Nicotin stimuliert, da dies zu einer 
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wurden für fünf Tage mit 1µM Nicotin stimuliert und anschließend auf ein Angiogenese-
Assay gebracht und dort für weitere 18h mit Nicotin stimuliert. Danach wurde die 
Membranproteine der Zellen aus dem Matrigel isoliert und Western Blot-Analysen 
durchgeführt. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von Cx43 um 82% und die 
Expression von Cx37 um 56% im Vergleich zur Kontrolle sank (p<0,05, Abbildung 14), 
indessen war die Cx40-Expression nicht signifikant verändert. 
 
Abbildung 14: Connexinexpression in der 3D Zellkultur unter Nicotineinfluss 
HUVECs wurden für 5 Tage mit 1µM Nicotin behandelt und dann unter Nicotinstimulation auf den 
Angiogenese-Assay gebracht. Anschließend wurden aus dem Matrigelassay die Membranproteine der 
Zellen isoliert und die Connexinexpression von Cx43, Cx40 und Cx37 über Western Blot-Experimente 
bestimmt. Zur Normierung der Werte wurde das Zellmembranprotein NCX1 genutzt. Es zeigte sich 
eine deutliche Herabregulation der Proteinexpression des Cx43 und Cx37, wohingegen die 
Expression des Cx40 sowie des NCX1 unverändert blieb. Die Angaben entsprechen den Mittelwerten 






4.14 Kommunikation der HUVECs nach subchronischer 
Nicotinbehandlung 
Um die Kommunikation der Zellen nach subchronischer Behandlung mit Nicotin zu 
untersuchen, wurden die Zellen für fünf Tage mit 1µM Nicotin behandelt und nach dem 
Auswaschen des Nicotins Dye Transfer-Experimente durchgeführt. Es konnte eine deutliche 
Abnahme der interzellulären Kommunikation unter Nicotinbehandlung im Vergleich zur 
Kontrolle gesehen werden. So konnten unter Kontrollbedingungen im Durchschnitt fünf 
kommunizierende Zellen gemessen werden, wohingegen die Anzahl bei Behandlung mit 
Nicotin 3,2 betrug. Diese Abnahme war statistisch signifikant (p<0,05; Abbildung 15).  
 
Abbildung 15: Dye transfer in HUVEC nach fünftägiger Behandlung mit 1µM Nicotin 
HUVECs wurden für 5 Tage mit 1µM Nicotin behandelt. Nach Auswaschen des Nicotins wurde die 
Kommunikation der Zellen mittels Dye Transfer-Experimenten mit dem Fluoreszenzfarbstoff Lucifer 
Yellow untersucht. Die Kommunikation war durch die Behandlung mit Nicotin im Vergleich zur 
Kontrolle deutlich reduziert. Die Angaben entsprechen den Mittelwerten ± S.E.M. aus n=10 






4.15 Einfluss des Nicotins auf die Expression des Caveolin-1 
Nach Stimulation der Zellen mit 1µM Nicotin über fünf Tage konnte eine deutliche Zunahme 
der Caveolin-1-Expression auf 247% der Kontrolle gesehen werden. Diese Änderung war 
statistisch signifikant (p<0,05, Abbildung 16). 
 
Abbildung 16: Einfluss der Nicotinstimulation auf die Caveolin-1-Expression 
HUVECs wurden für 5 Tage mit 1µM Nicotin behandelt, anschließend wurden mittels RIPA-Puffer die 
Proteine extrahiert und Western Blot-Experimente durchgeführt. Es konnte ein signifikanter Anstieg 
der Caveolin-1-Expression unter Nicotinbehandlung gesehen werden (p<0,05). Zur Normierung wurde 
das house keeping gene GAPDH genutzt. Die Angaben entsprechen den Mittelwerten ± S.E.M. aus 







4.16 Effekte des Nicotins auf die Angiogenese in vitro 
Die Behandlung der Zellen mit 1µM Nicotin über fünf Tage führte zu signifikanten 
Veränderungen aller untersuchter Angiogeneseparameter (Abbildung 6F und Abildung 17). 
So konnte man eine Abnahme der Abzweigungen auf 35,6% sehen, die mittlere Länge der 
Kapillarabzweigungen betrug nur 63% der Kontrolle und somit war auch das Verhältnis von 
Abzweigungen zu Kapillarlänge deutlich reduziert (56,6% im Vergleich zur Kontrolle). Dies 
führte auch zu einer signifikant schlechteren Musterbewertung der Kapillarnetzwerke (74,2% 
vs. Kontrolle). Trotz kürzerer Kapillaren konnte jedoch ein signifikanter Anstieg der Zellzahl 
pro Gesichtsfeld auf 143,9% der Kontrolle (alle Werte p<0,05) beobachtet werden. 
 
4.17 Expression der Connexine Cx43, Cx40 und Cx37 unter 
Isoprenalinstimualtion 
Um zu untersuchen, welche Auswirkung eine Hochregulation von Connexinen auf die 
Angiogenese haben könnte, wurde Isoprenalin eingesetzt, da dieses zumindest in 
Kardiomyozyten die Expression von Cx43 erhöht (Salameh et al., 2006). Die 20stündige 
Behandlung mit 100nM Isoprenalin führte zu einer signifikanten Heraufregulation der 
endothelialen Connexine und zwar von Cx43 auf 173%, von Cx40 auf 139% und von Cx37 
auf 142% (p<0,05; Abbildung 18). 
 
4.18 Kommunikation der Zellen unter Behandlung mit Isoprenalin 
Nachdem die HUVECs nahezu konfluent waren, wurden sie für 20h mit 100nM Isoprenalin 
behandelt und anschließend wurden Dye Transfer-Experimente mit dem Farbstoff Lucifer 
Yellow durchgeführt. Durch die Behandlung mit 100nM Isoprenalin konnte die 
Kommunikation der Zellen von durchschnittlich 5,3 Zellen bei der Kontrolle auf 8,7 Zellen 







Abbildung 17: Effekte des Nicotins auf die Angiogenese in vitro 
A-D: In vitro Angiogenese-Assay. Die Zellen wurden für 5 Tage mit 1µM Nicotin stimuliert und 
anschließend mit FITC-Lektin (grün) und die Zellkerne mit Hoechst BisBenzimide 33258 (blau) 
gefärbt. Dann wurden sie auf ein in vitro Angiogenese-Assay gebracht und wuchsen für 18h unter 
Nicotinstimulation in das Matrigel hinein. Als Kontrolle dienten Zellen, die mit Ethanol behandelt 
wurden. Im Angiogenese-Assay konnte man sehen, dass unter der Behandlung mit Nicotin (C und D) 
alle untersuchten Angiogeneseparameter im Vergleich zur Kontrolle (A und B) signifikant verändert 
waren. So waren die Kapillar-ähnlichen Strukturen deutlich kürzer, die Netzwerke weniger komplex, 
was sich auch an einer verminderten Anzahl der Abzweigungen zeigte, die Zellzahl war jedoch erhöht. 
Maßstabsbalken = 50µM. E: Quantitative und semiquantitative Änderungen der untersuchten 
Angiogeneseparameter durch die Behandlung mit 1µM Nicotin. Die Angaben entsprechen den 
Mittelwerten ± S.E.M. aus elf Versuchen. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle (p<0,05) wurden mit 







Abbildung 18: Connexinexpression unter Behandlung mit Isoprenalin 
Subkonfluente HUVECs wurden für 20h mit 100nM Isoprenalin behandelt, anschließend wurden 
mittels RIPA-Puffer die Proteine extrahiert und Western Blot-Experimente durchgeführt. Es konnte ein 
signifikanter Anstieg der Expression von Cx43, Cx40 und Cx37 gesehen werden (p<0,05). Zur 
Normierung wurde das house keeping gene GAPDH genutzt. Die Angaben entsprechen den 
Mittelwerten ± S.E.M. aus vier Versuchen. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle (p<0,05) wurden mit 







Abbildung 19: Anzahl kommunizierender Zellen im Dye transfer Experiment unter Behandlung 
mit Isoprenalin 
Nahezu konfluente HUVECs wurden für 20h mit 100nM Isoprenalin behandelt. Nach Auswaschen des 
Isoprenalins wurde die Kommunikation der Zellen mittels Dye Transfer-Experimenten mit dem 
Farbstoff Lucifer Yellow untersucht. Die Kommunikation stieg durch die Behandlung mit Isoprenalin im 
Vergleich zur Kontrolle deutlich an. Die Angaben entsprechen den Mittelwerten ± S.E.M. aus sechs 






4.19 Die Expression des Caveolin-1 unter Isoprenalinstimulation 
Nach einer 20stündigen Behandlung der annähernd konfluenten HUVECs mit 100nM 
Isoprenalin konnte ein signifikanter Anstieg der Caveolin-1-Expression auf das 3,5fache der 
Kontrollwerte gemessen werden (p<0,05, Abbildung 20). 
 
Abbildung 20: Caveolin-1-Expression nach Behandlung mit 100nM Isoprenalin 
Die Zellen wurden für 20h mit Isoprenalin (Iso) behandelt, anschließend wurden die Proteine mittels 
RIPA-Puffer extrahiert und Western Blot-Experimente durchgeführt. Die Expression des Caveolin-1 
nahm unter Isoprenalinstimulation signifikant um das 3,5fache zu (p<0,05). Zur Normierung diente das 
house keeping gene GAPDH. Die Angaben entsprechen den Mittelwerten aus drei Versuchen ± 






4.20 Einfluss der Isoprenalinstimulation auf die Angiogenese 
Nachdem die Zellen annähernd konfluent waren, wurden sie für 2h mit 100nM Isoprenalin 
stimuliert und dann unter Isoprenalinstimulation für 18h auf ein in vitro Angiogenese-Assay 
gebracht. Es zeigte sich im Wesentlichen das umgekehrte Bild im Vergleich zur 
Downregulation der Connexine, die bei der Behandlung mit Nicotin und der siRNA gesehen 
wurde. Unter Isoprenalinstimulation waren die Kapillar-ähnlichen Strukturen im Angiogenese-
Assay etwas länger (105,1% im Vergleich zur Kontrolle), diese Änderung war jedoch nicht 
statistisch signifikant, zudem war die Zellzahl auf 104,3% der Kontrollwerte erhöht. Die 
anderen untersuchten Angiogenese-Parameter zeigten jedoch signifikante Veränderungen 
im Vergleich zur Kontrolle (p<0,05). So war die Anzahl der Abzweigungen durch die 
Isoprenalinstimulation deutlich auf 133,3% erhöht, das Verhältnis von Abzweigungen zu 
Kapillarlänge war auf 126,2% erhöht, was auch zu einer signifikanten Verbesserung des 
Musters auf 114,8% der Kontrollwerte führte. Alles in allem konnte man also unter 
Isoprenalinstimulation eine deutliche Steigerung der Angiogenese beobachten (Abbildung 
21). 
 
4.21 Expression der endothelialen Connexine in der A. mammaria bei 
Rauchern und Nichtrauchern 
Um zu sehen, ob sich durch chronischen Nicotinabusus beim Menschen die Expression der 
endothelialen Connexine ändert, wurden bei Rauchern und Nichtrauchern Proben der A. 
mammaria entnommen und mittels Immunfluoreszenz gefärbt. Es zeigte sich, dass die 
Expression von Cx37 (Abbildung 222 A und B) und Cx43 (2 E und F) deutlich reduziert war, 
die Expression des Cx40 jedoch war annähernd gleich (Abbildung 222 C und D). Diese 







Abbildung 21: Auswirkungen der Isoprenalinstimulation auf die Angiogenese in vitro 
A-D: In vitro Angiogenese-Assay. Nahezu konfluente Zellen wurden für 2h mit 100nM Isoprenalin 
stimuliert. Danach wurden sie mit FITC-Lektin (grün) und die Zellkerne mit Hoechst BisBenzimide 
33258 (blau) gefärbt. Dann wurden sie auf ein in vitro Angiogenese-Assay gebracht und wuchsen für 
18h unter Isoprenalinstimulation in das Matrigel hinein. Als Kontrolle wurden unbehandelte Zellen 
verwendet. Durch die Behandlung mit Isoprenalin (C und D) wurden im Vergleich zur Kontrolle (A und 
B) folgende Parameter signifikant erhöht: Anzahl der Abzweigungen, allgemeines Muster und 
Verhältnis von Abzweigungen zur Länge der Kapillar-ähnlichen Strukturen. Maßstabsbalken = 50µM. 
E: Quantitative und semiquantitative Änderungen der untersuchten Angiogeneseparameter durch die 
Behandlung mit 100nM Isoprenalin. Die Angaben entsprechen den Mittelwerten ±S.E.M. aus vier 






Abbildung 22: Expression der endothelialen Connexine in der A. mammaria bei Rauchern und 
Nichtrauchern 
Gewebeproben der A. mammaria wurden den Patienten während einer Herzoperation entnommen 
und die Connexine wurden mittels Immunfluoreszenz angefärbt (grün). Als Gegenfärbung diente die 
Färbung mit Chicago Blau-Lösung (rot). Die Kerne wurden mittels DAPI blau angefärbt. Die 
Expression von Cx43 (E und F) und Cx37 (A und B) war reduziert, die Expression des Cx40 (C und D) 




























5.1 Diskussion der verwendeten Methoden 
Für die durchgeführten Experimente wurden primäre Zellkulturen endothelialer Zellen 
angelegt. Dafür wurden venöse Zellen der menschlichen Nabelschnur (HUVECs) präpariert. 
Primäre Zellkulturen bieten gegenüber immortalisierten Zellen den Vorteil, dass sie den 
Bedingungen in vivo näher kommen, da sie in vitro ihre Eigenschaften und Charakteristika 
eher beibehalten. Ein Vorteil der Zellkultur gegenüber Versuchen in vivo liegt darin, dass es 
während der Versuche möglich ist, konstante und reproduzierbare Bedingungen zu schaffen, 
die den Bedingungen in vivo im Bezug auf die Temperatur und die Versorgung mit 
Nährstoffen und Wachstumsfaktoren Nahe kommen. Dabei ist jedoch nicht auszuschließen, 
dass es durch Inhaltsstoffe des zugegebenen Wachstumsfaktors oder des fetalen 
Kälberserums, welches ebenfalls dem Zellkulturmedium zugegeben wurde, zur Aktivierung 
von Signalwegen, Enzyminduktion oder Freisetzung von Botenstoffen kommt, die man in 
vivo nicht aktivieren würde. Ein Nachteil bei der Verwendung von HUVECs besteht in der 
geringeren Anzahl möglicher Passagen, da die Anzahl der Passagen begrenzt ist, denn 
Nabelschnurgefäßzellen werden physiologischerweise nach der Geburt eines Kindes nicht 
mehr benötigt. Bei HUVECs handelt es sich darüber hinaus um fetale Zellen, weswegen die 
Ergebnisse nur eingeschränkt auf adulte Zellen übertragbar sind. Dem gegenüber stehen 
jedoch die Vorteile, dass die gewonnenen Zellen zum einen humanen Ursprungs sind und 
überwiegend von gesunden Neugeborenen stammen. Zudem wurden durch das Pooling der 
Zellen mehrerer Nabelschnüre die jeweiligen genetischen Variationen so minimal wie 
möglich gehalten. Durch Nicotin bedingte Schäden finden sich in vivo vor allem im arteriellen 
Teil des Gefäßssystems, deswegen muss man einschränkend sagen, dass die Ergebnisse 
nur beschränkt auf die Bedingungen in vivo übertragbar sind. Dieser Umstand wird aber 
durch die Tatsache gemildert, dass in den Nabelvenen arterielles Blut fließt. Von Vorteil ist 
hingegen, dass im Vergleich zu arteriellen Zellen, die von Patienten bei Herz- oder 
Gefäßoperationen gewonnen werden, in der Regel keine Vorbehandlung mit Medikamenten 
erfolgte. Der Einfluss dieser auf die Versuche und die Proteinexpression sowie die 
Signaltransduktion der Zellen ist nicht exakt vorherzusagen. Außerdem sind die Gefäße der 
Patienten meist schon pathologisch verändert, wenn diese operiert werden, sodass die 
Betrachtung einer gesunden Kontrolle nicht möglich wäre. Die Untersuchungen an der A. 
mammaria von Rauchern und Nichtrauchern belegen in der vorgelegten Arbeit die 
Ähnlichkeit der in vivo Versuche mit den in vitro gewonnenen Ergebnissen. HUVECs stellen 
ein etabliertes Zellkulturmodell dar, die Beschaffung der Zellen ist relativ einfach und kostet 





und zeigen ein gutes Wachstum. Dies konnte auch bei den hier durchgeführten Versuchen 
bestätigt werden, denn die nach der Methode von Jaffe et al. (1973) gewonnen HUVECs 
hatten eine typische Morphologie. Sie zeigten bei bis zu 50% Konfluenz ein noch 
fibroblastenartiges Aussehen, nachdem sie subkonfluent waren ein pflastersteinartiges, wie 
es für Endothelzellen typisch ist (Schmitz, 2007). 
Um einheitliche Bedingungen zu schaffen und die Connexin-Expression gut untersuchen zu 
können, musste darauf geachtet werden, die Versuche immer dann durchzuführen, wenn die 
Zellen subkonfluent waren. Dies war wichtig, weil die Expression der Connexine auch von 
dem Konfluenzgrad der Zellen in der Zellkultur abhängt. So konnte in bovinen 
Aortenendothelzellen gezeigt werden, dass die mRNA für Cx43 während des Wachstums 
und bei Subkonfluenz der Zellen hoch ist, die mRNA für Cx37 war hingegen erst bei 
Subkonfluenz detektierbar. Die Proteinexpression verhielt sich analog (Larson et al., 1997). 
Bei Krebszellen konnte durch Transfektion des Gens für Cx43 und eine damit vermehrte 
Expression des Cx43 eine Wachstumsinhibition erreicht werden (Mehta et al., 1991). 
Zum Knockdown der einzelnen Connexine wurde die Technik der RNA-Interferenz genutzt. 
Sie wird eingesetzt, um die Funktionen einzelner Proteine zu untersuchen. Als Alternative 
könnten solche Untersuchungen an Knockout-Mäusen durchgeführt werden. Bei diesen 
müssten jedoch Keimbahnmutationen durchgeführt werden, außerdem ist die Haltung 
aufwendiger und die Generierung sowie Haltung geht oft mit hohen Verlusten einher. 
Zusätzlich muss man bedenken, dass insbesondere bei Knockout-Modellen im Tier 
Kompensationsmechanismen ablaufen, die den Ausfall der Proteinfunktion vermindern oder 
ersetzen könnten, sodass man die genaue Funktion des Proteins unter Umständen nicht 
erkennen kann. Im Gegensatz dazu stellt die Nutzung der siRNA eine elegante Methode dar, 
um in der Zellkultur einzelne Proteine im ihrer Expression zu mindern, da sie eine effiziente 
Genausschaltung bewirkt und nur minimale unspezifische Effekte zeigt. Der Zeitaufwand im 
Vergleich zur Generierung und Aufzucht von KO-Mäusen sowie zur Einbringung eines 
vektorvermittelten Verfahrens zur Genausschaltung ist deutlich geringer. Als Nachteil ist 
anzuführen, dass die Suppression im Gegensatz zum Knockout nur zeitlich begrenzt sowie 
nicht vollständig ist (Schmitz, 2007). Als Kontrolle bei den hier durchgeführten Versuchen 
wurde eine Scrambled-RNA verwendet. Diese siRNA bindet nicht an zelluläre mRNA. Zum 
Nachweis, dass die Herabregulation mittels siRNA quantitativ und qualitativ erfolgreich war, 
wurden PCR- und Western Blot-Versuche sowie Dye transfer-Untersuchungen durchgeführt. 
Dabei wurden leicht höhere Werte der mRNA-Expression der Connexine nach Behandlung 
mit siRNA im Vergleich zur Arbeit von Johnson und Nerem (2007) erreicht. Dies kann zum 
einen daran liegen, dass die siRNA mit unterschiedlichen  Methoden in die Zellen 
eingebracht wurde (NFS vs. Oligofectamin), die Konzentrationen (20nM bzw. 10nM vs. 





Transfektion länger ohne Serum gehalten wurden (3 vs. 6h; Johnson und Nerem, 2007). Die 
Herabregulation der Cx43-Proteinexpression war dagegen vergleichbar zur Arbeit von 
Ishikawa et al. (2012) bei 80%. 
Um die Effektivität des siRNA Knockdowns zu untersuchen, wurden unter anderem 
quantitative RT-PCR Untersuchungen durchgeführt. Die RT-PCR dient dem Nachweis der 
mRNA-Expression. Die Methode ist gut etabliert und ermöglicht den Nachweis geringer RNA 
Mengen mit hoher Spezifität. Die Quantifizierung der Proteinmenge der Connexine und des 
Caveolins wurde mittels Western Blot-Analysen durchgeführt. Diese Methode ist seit langer 
Zeit etabliert und erlaubt den Nachweis spezifischer Proteine sowie deren Quantifizierung. 
Jedoch kann weder eine Aussage über die Qualität der Proteine getroffen werden noch ohne 
spezifische Vorbehandlung gesehen werden, wo das Protein in der Zelle lokalisiert ist. Die 
Methode eignet sich auch nicht gut für die Detektion von Proteinen, die kleiner als 10kDa 
sind. Die zu untersuchenden Proteine waren jedoch alle größer, sodass sich der Western 
Blot hier als ideale Nachweismethode eignete. Um die Qualität der Connexine zu überprüfen, 
wurden Dye Transfer-Experimente durchgeführt, mit denen die Funktion der Gap Junctions 
untersucht werden kann. Die Anwendung des Dye transfers ist ein etabliertes Verfahren zur 
Ermittlung der interzellulären Kommunikation über die Gap Junctions. Der genutzte Farbstoff 
Lucifer Yellow kann aufgrund seines Molekulargewichts von 457,2Da die Gap Junctions 
passieren. Somit kann man sehen, wie gut die Zellen miteinander gekoppelt sind (el-Fouly et 
al., 1987) und konnte bei den hier durchgeführten Experimenten die funktionellen 
Veränderungen erkennen, die sich durch die Expressionsänderung der Connexine ergaben. 
Alternativ könnten auch Alexa-Farbstoffe eingesetzt werden, was vor allem dann interessant 
wird, wenn die Größe der passierenden Moleküle von Bedeutung ist, was aber hier nicht im 
Fokus stand. 
Für die Untersuchung der Angiogenese wurde die Fähigkeit von Endothelzellen, Kapillar-
ähnliche Strukturen zu bilden, genutzt. Venöse Endothelzellen der menschlichen 
Nabelschnur (HUVEC) organisieren sich nach vier- bis sechswöchiger Kultivierung in 
Petrischalen zu tubulären, Kapillar-ähnlichen Strukturen (Maciag et al., 1982). In einer 
Basalmembran-ähnlichen Matrix wie dem so genannten Matrigel können sie diese Kapillar-
ähnlichen Strukturen und sogar Netzwerke innerhalb von 18h ausbilden (Kubota et al., 
1988). Die Darstellung eines so komplexen Prozesses wie der Angiogenese ist in vitro 
jedoch nur begrenzt möglich, da sich die Angiogenese aus vielen einzelnen Schritten 
zusammen setzt, dazu zählen unter anderem die Migration, die Proliferation und die 
Differenzierung von Endothelzellen. Da ein einzelner in vitro Assay in der Regel nur einen 
Ausschnitt des Gesamtprozesses erfassen kann, ist seine Aussagekraft limitiert. Assays wie 
der in dieser Arbeit verwendete Matrigel-Assay, welche die Entwicklung Kapillar-ähnlicher 





gesehen (Staton et al., 2009). Die Ausbildung der Endothelschläuche sowie die Komplexität 
der gebildeten Netzwerke hängen unter Anderem von der eingesetzten Zelldichte, der Dauer 
des Angiogenese-Assays, zugesetzten Wachstumsfaktoren sowie der Passage der Zellen ab 
(Arnaoutuva et al., 2009). Aus diesem Grund wurden diese Parameter bei allen 
Versuchsreihen gleich gehalten. Eine weitere Limitation in der Darstellung der Angiogenese 
in vitro ist die fehlende physiologische Umgebung. Für die Aktivierung der Angiogenese 
spielen neben den Endothelzellen auch weitere Zellen, wie etwa glatte Muskelzellen, 
Perizyten und Fibroblasten, die extrazelluläre Matrix und/oder Basalmembran und das 
zirkulierende Blut eine zentrale Rolle (Staton et al.,2009). Da auch andere Faktoren, wie 
beispielsweise die Hypoxie und die Anpassung er Zelle daran mittels des 
Transkriptionsfaktors HIF-1α (Hypoxie-induzierter Faktor), was in der Folge über eine 
vermehrte Transkription des Vascular endothelial growth factors zur gesteigerten 
Angiogenese führt (Forsythe et al., 1996). Die Vorteile des Matrigels zur Untersuchung der 
Angiogenese sind einerseits die kurze Inkubationszeit von 18h, die gute Reproduzierbarkeit 
sowie die Möglichkeit, die Angiogenese gut zu quantifizieren und damit Inhibitoren und 
Stimulatoren der Angiogenese zu untersuchen. Allerdings kann die Zusammensetzung des 
Matrigels von Charge zu Charge schwanken. Deswegen wurde parallel zu den 
verschiedenen Behandlungen der Zellen immer eine Kontrolle mitgeführt, um die relativen 
Werte der Angiogeneseparameter zu ermitteln (Kleinman et al., 2000).  
5.2 Diskussion der Ergebnisse 
Viele Studien legen nahe, dass Connexine bei physiologischen und pathologischen 
Prozessen, die mit der Angiogenese einhergehen, eine Rolle spielen könnten. So ging ein 
tägliches körperliches Training bei Mäusen nach 30 Tagen mit einer gesteigerten 
Proteinexpression des Cx43 und einer erhöhten Kapillardichte im Myokard einher (Bellafiore 
et al., 2007). Auch die Ergebnisse der hier vorgelegten Arbeit zeigen, dass eine 
Herabregulation endothelialer Connexine, vor allem die des Cx43, einen deutlichen 
negativen Effekt auf die Ausbildung eines Kapillar-Netzwerkes in der 3D Matrigelkultur hat. 
Ein Knockdown des Cx40 und Cx43 mittels siRNA-Interferenz verursachte eine signifikant 
reduzierte Anzahl an Abzweigungen, ein vermindertes Verhältnis von Kapillarabzweigungen 
zur Kapillarlänge sowie eine schlechte Musterbewertung. Ähnlich wie bei diesen in vitro 
Versuchen wiesen Cx43-Knockout Mäuse reduzierte Abzweigungen der distalen 
Koronargefäße sowie ein verändertes Koronargefäßmuster auf. Diese Tiere verstarben 
postnatal (Walker et al., 2005). Eine siRNA Behandlung gegen Cx43 in humanen 
Aortenendothelzellen verringerte im Matrigel-Assay die durchschnittliche Länge der Kapillar-





nicht gefunden werden konnte. Dies kann unter anderem mit der Verwendung 
unterschiedlicher Zelltypen (arteriell oder venös) oder auch mit der differierenden Anzahl der 
Passage der Zellen in der Zellkultur (Passage 8 bei Wang et al., Passage 1 in dieser Arbeit) 
begründet werden. Klinisch konnte mittels einer siRNA-Behandlung gegen Cx43 bei Ratten, 
bei denen eine Rheumatoide Arthritis induziert wurde, welche mit einer gesteigerten 
Angiogenese vergesellschaftet ist (Marrelli et al., 2011), eine allgemeine Gelenkschwellung 
deutlich reduziert werden (Tsuchida et al., 2012). Auch die Migration endothelialer 
Progenitorzellen war nach siRNA-Behandlung gegen Cx43 vermindert (Behrens et al., 2010). 
Weniger ausgeprägt waren die Effekte des Cx37-Knockdowns auf die Angiogenese, denn 
nur die Anzahl der Abzweigungen war im Matrigel-Assay leicht, aber signifikant, erniedrigt. 
Jedoch soll hier als Limitierung angemerkt werden, dass der siRNA-Knockdown gegen Cx43 
am effizientesten war und dass es technisch sehr schwierig ist, nach siRNA-Behandlung die 
gleiche Herabregulation für unterschiedliche Proteine zu erreichen. Obwohl die Effekte des 
Cx37 und Cx40-Knockdowns also geringer waren als die des Cx43-Knockdowns, geben die 
erhaltenen Ergebnisse dennoch Hinweise darauf, dass alle endothelialen Connexine für eine 
korrekte Entwicklung des kardiovaskulären Systems notwendig sind. Dies kann wiederum 
durch Versuchsreihen mit Knockout-Mäusen bekräftigt werden. So entwickelten Cx40-
defiziente Mäuse in hoher Inzidenz Anomalien des Herzkreislaufsystems wie beispielweise 
Ventrikelseptumdefekte, Äquivalente der Fallotschen Tetralogie und Aortenbogenanomalien, 
wenn ein für Cx40-kodierendes Allel mutiert war. Waren beide mutiert, entstanden 
Fehlbildungen wie Endokardkissendefekte, ein Double-outlet right ventricle oder Äquivalente 
der Fallotschen Tetralogie (Gu et al., 2003). Bei Mäusen, die entweder einen Knockout für 
Cx37 oder Cx40 haatten, bildeten sich ebenfalls schwere Gefäßdefekte heraus. Es konnten 
Hämorrhagien in der Haut, im Hoden, im Gastrointestinaltrakt sowie in den Lungen gefunden 
werden, außerdem eine ubiquitäre Gefäßdilatation (Simon und McWhorter 2002). Hierzu 
passend fanden de Wit et al., (2003), dass ein Knockout des Cx40 in Mäusen zu einer 
Hypertonie führt. Die Arbeitsgruppe um Jobs (2012) konnte an Cx40-Knockout Mäusen 
Hinweise aufzeigen, dass Cx40 für die Vasodilatation von Bedeutung ist. An peripheren 
Gefäßen konnten Auswirkungen eines Knockouts des Cx40 oder Cx37 gezeigt werden. 
Nach Hinterlaufischämie zeigten die Tiere mit fehlendem Cx40 eine deutliche Reduktion der 
Hinterlaufperfusion im Vergleich zu Wildtypmäusen. Erstaunlicherweise war im Gegensatz 
dazu die Perfusion bei Cx37-Knockout Mäusen im Vergleich zum Wildtyp sogar verbessert 
(Fang et al., 2012). 
 
Die Verminderung der Connexinexpression nach siRNA-Interferenz beeinflusste jedoch nicht 
nur die Angiogenese, sondern auch die interzelluläre Kommunikation über die Gap 





konnte. Hierbei war ähnlich wie bei den Angiogenese-Versuchen der hemmende Effekt beim 
Cx37-Knockdown am geringsten und beim Cx43-Knockdown am stärksten ausgeprägt. Auch 
diese Ergebnisse können durch Untersuchungen in Knockout-Tieren unterstützt werden. Ein 
Knockout des Cx40 in Mäusen führte bei Aortapräparaten, die aus diesen Tieren isoliert 
wurden, zu einer geänderten Kommunikation über die Gap Junctions, die im Dye transfer 
Experiment gezeigt wurde und das, obwohl als Gegenregulation die Expression des Cx37 
erhöht war (Krüger et al., 2002). Im Vergleich zu Cx40-Knockout Mäusen bewirkte das 
alleinige Fehlen von Cx37 einen geringeren negativen Effekt auf die Kommunikation 
innerhalb des Aortenendothels. Dies kann darin begründet sein, dass ein Fehlen des Cx40 
eine verminderte Cx37-Expression zur Folge hatte, wohingegen die Cx40-Proteinexpression 
der Cx37-Knockout Mäuse anstieg. Ein Fehlen beider Connexine führte zur völligen 
Unterbrechung der interzellulären Kommunikation über die Gap Junctions in den 
Aortapräparaten (Simon und McWhorter 2003a). Eine ähnlich reduzierte Zell-Zell-
Kommunikation als Folge der siRNA-Interferenz wie bei den hiesigen Ergebnissen konnte 
auch von anderen Gruppen an endothelialen Zellkulturen gezeigt werden (Johnson et al., 
2007). Ai et al., (2010) wiesen eine schlechtere Kopplung von Kardiomyozyten nach siRNA-
Behandlung gegen Cx43 nach, während eine Überexpression des Cx43 bei Kardiomyozyten 
herzinsuffizienter Kaninchen die Kopplung verbessern konnte. 
Mittels Immunfluoreszenzfärbung der Connexine im Matrigel konnte ein weiterer Hinweis auf 
die Beteiligung der Connexine bei der Angiogenese gegeben werden, denn die drei 
Connexine waren vor allem am Beginn neuer Kapillarabzweigungen lokalisiert. Ein kausaler 
Zusammenhang zwischen der eingeschränkten Angiogenese und der herabgesetzten 
Connexinexpression und folglich verminderten Zell-Zell-Kommunikation wurde durch die 
Behandlung von HUVECs mit normaler Connexinexpression mittels des funktionellen Gap 
Junction Blockers Palmitoleinsäure (Burt et al., 1991) bestätigt, denn wie beim Knockdown 
einzelner Connexine waren auch hier die Anzahl der Abzweigungen, das Verhältnis von 
Abzweigungen zu Kapillarlänge und die allgemeine Musterbewertung im Vergleich zu 
Kontrollbedingungen deutlich reduziert. Eine mögliche Erklärung für diesen Zusammenhang 
könnte mittels der in der Einleitung besprochenen tip- und stalk-Zellen sowie der an ihnen 
wirkenden Ephrine und Ephrinrezeptoren gegeben werden. Es konnte gezeigt werden, dass 
Ephrine eine integrale Rolle bei der Angiogenese und Tumorneovaskularisierung spielen, vor 
allem dem EphrinA1 und dem EhpA2-Rezeptor kommen hierbei wichtige Funktionen bei der 
Zellmigration zu, indem sie Zell-Zell- sowie Zell-Matrix-Interaktionen beeinflussen. Eine 
Aktivierung des EphA2-Rezeptors durch EphrinA1 führte zu einer verminderten Zell-Haftung 
in HUVECs (Beauchamp et al., 2012). Ephrine bestimmen auch das Richtungswachstum 
neuer Gefäßsprossen (Palmer und Klein, 2003). Da der Ephrin-Rezeptor und der Ligand 





Kontakt stehen. Arterielle Endothelzellen exprimieren EphrinB2 und den EphB2-Rezeptor, 
venöse EphB4 (Diehl et al., 2005). Die Arbeitsgruppe um Cheng (2002) berichtet über eine 
reduzierte Expression von Gap Junctions und eine verminderte Interaktion zwischen 
Zellpopulatiponen, die entweder den EphB-Rezeptor oder den EphrinB-Liganden 
exprimieren. Die verminderte Anzahl an Gap Junctions führte – wie auch in der hier 
vorgelegten Arbeit die Behandlung der Zellen mit Palmitoleinsäure – zu einer verringerten 
Kommunikation (Mellitzer et al., 1999). EphrinB2 spielt bei der Neovaskularisierung eine 
Rolle und die Gefäßsprossen (tip-cells) exprimieren EphrinB2. In vitro konnte eine 
Beteiligung der Ephrine vor allem an der Gefäßaussprossung gezeigt werden. Lösliches 
EphrinB2 inhibiert die laterale Zellmigration, VEGF-verstärkte Chemotaxis, die Formierung 
Kapillar-ähnlicher Strukturen und die Aussprossung bei der Angiogenese. Die EphB4- und 
EphrinB2-Interaktion beeinflusst die Endothelzellmigration und die invasive Angiogenese, 
indem eine EphB4-Aktivierung auf Endothelzellen anti-adhäsiv, anti-migratorisch und anti-
angiogen wirkt. Eine EphrinB2-Aktivierung wirkt hingegen genau andersherum. Als Modell 
für die Angiogenese kann somit gesehen werden, dass die Interaktion der Ephrin-
Rezeptoren und des Liganden die Richtung der Endothelzellmigration während invasiver 
Angiogenese durch abstoßende und anziehende Signale steuern (Füller et al., 2003). 
 
Eine Beteiligung von Connexinen konnte auch für andere Wachstumsprozesse als die 
Angiogenese nachgewiesen werden. So reduzierte eine erhöhte Cx37 Expression das 
Wachstum von Ratten-Insulinomzellen, dieser Effekt war von einer intakten interzellulären 
Kommunikation abhängig (Good et al., 2011). Eine Behandlung von Mammakarzinomzellen 
mit siRNA gegen Cx43 resultierte hingegen entsprechend der Verminderung des Connexins 
in einem verstärkten Tumorwachstum (Shao et al., 2005). Mori et al. (2006) zeigten eine 
schnellere Heilung von Wunden nach einer Downregulation von Cx43 in Fibroblasten, was 
auf eine wachstumshemmende Eigenschaft des Cx43 hinweisen könnte. Auch beschleunigte 
die Verminderung der Cx43-Expression mittels Antisense-Oligonukleotiden die korneale 
Wundheilung nach einer Operation (Grupcheva et al., 2012). Eine Überexpression von Cx43 
verminderte sowohl die DNA-Synthese in Kardiomyozyten (Doble et al., 2004) als auch das 
Wachstum von Mammakarzinomen. Bei diesen zeigte sich bei der Connexindistribution in 
der Zelle, dass die meisten Connexine nicht in der Zellmembran lokalisiert waren. Somit war 
auch die interzelluläre Kommunikation nicht verbessert, sodass eine Proliferations-
inhibierende Wirkungsweise der Connexine vermutet wird, die unabhängig von der 
Kommunikation über die Gap Junctions ist (McLachlan et al., 2006). Diese Hypothese wird 
auch von anderen Arbeitsgruppen unterstützt, so zeigten Moorby und Patel (2001) an 
Fibroblasten eine Wachstumsregulation mit Hilfe von Kommunikations-insuffizienten 





Wachstumsregulation wird hierbei über den C-Terminus des Cx43 vermittelt. Diese 
Vermutung konnten auch Behrens et al. (2010) bestätigen, die nach Versuchen an HeLa 
Zellen eine gesteigerte Migration nach Transfektion mit dem kompletten Cx43 oder dem C-
Terminus des Cx43 nachweisen konnten, die jedoch nach einer Transfektion des N-
Terminus des Cx43, der wesentlich für die Möglichkeit der interzellulären Kommunikation der 
Gap Junctions ist, nicht vorhanden war. Unterstützt wird die Hypothese weiterhin durch 
Befunde von Dang et al. (2003), die zeigen, dass der C-Terminus des Cx43 in den Zellkern 
gelangen kann und dort das Zellwachstum hemmt. Trotz all dieser Studien ging eine siRNA-
Behandlung gegen die einzelnen endothelialen Connexine in dieser Arbeit nicht mit einer 
Zunahme der Zellzahl einher. Jedoch erhöhte die Behandlung der Zellen mit Nicotin die 
Zellzahl im in vitro Angiogenese-Assay.  
Die Ergebnisse der hier vorgelegten Arbeit können zeigen, dass die endothelialen Connexine 
in unterschiedlichem Umfang an der Regulation der Angiogenese beteiligt sind. Während 
Cx37 nur einen geringen Einfluss auf die Anzahl der Abzweigungen hat, sind Cx40 und noch 
mehr Cx43  an der Regulation verschiedener Angiogeneseparameter beteiligt, denn sie 
beeinflussen neben der Anzahl der Abzweigungen auch die Komplexität der entstehenden 
Netzwerke. Endothelzellen bilden aber nicht nur untereinander, sondern auch mit anderen 
benachbarten Zellen Gap Junctions aus (Dhein und Jongsma, 2004), wenn auch in viel 
geringerer Anzahl. Von besonderer Bedeutung sind hierbei die myoendothelialen Gap 
Junctions, die die Verbindungen zwischen einer Endothelzellen und einer benachtbarten 
glatten Muskelzelle darstellt und so eine transversale Kommunikation im Gefäß ermöglicht. 
Diese heterozellulären Gap Junctions findet man beispielsweise in Mesenterialgefäßen 
(Sandow et al., 2006). Über diese Gap Junctions können auf kurzem Wege Signale vermittelt 
werden,  beispielsweise bei elektrischen Änderungen oder mittels Diffusion von second 
messegern. Glatte Muskelzellen exprimieren wie auch Endothelzellen Cx40 und Cx43, 
daneben noch Cx45. Endothelzellen exprimieren noch zusätzlich Cx37 (de Wit et al., 2006). 
Myoendotheliale Gap Junctions werden mittels Cx40 und Cx43 gebildet, während Cx37 nicht 
an ihrer Bildung beteiligt ist (Isakson und Duling, 2005). Somit lässt sich durch die 
unterschiedliche Beteiligung der Connexine an der Angiogenese und an der Bildung der 
myoendothelialen Gap Junctions teilweise erklären, warum Endothelzellen mehrere 
Connexine exprimieren. 
Wie allgemein bekannt ist, ist Rauchen ein Hochrisikofaktor für die Entwicklung 
kardiovaskulärer Erkrankungen. Neben Nicotin als Hauptbestandteil beinhaltet 
Zigarettenrauch Kohlenmonoxid, Teer und ungefähr 4000 weitere Inhaltsstoffe, die negative 
Effekte des Rauchens vermitteln können. Verschiedene Studien an starken Rauchern haben 
gezeigt, dass die Plasmanicotinlevel unter anderem von der Zigarettenmarke, der Art zu 





Plasmanicotinlevel beginnend bei 0,12µM (Benowitz et al., 1988) bis zu 0,62µM (Benowitz 
1984) gefunden werden. Russell und Kollegen fanden bei regelmäßigen Rauchern im 
Tagesverlauf Plasmanicotinspiegel von bis zu 0,44µM (Russell et al., 1980). Diese 
Unterschiede können mit hoher interindividueller Varianz beispielsweise bei der Aufnahme 
sowie der Metabolisierung des Nicotins begründet werden. Da die vorliegenden 
Nicotinexperimente im Gegensatz zu Gewohnheitsrauchern als subchronisch anzusehen 
sind, scheint die gewählte Konzentration von 1µM über fünf Tage geeignet zu sein, um die 
Situation eines Kettenrauchers widerzuspiegeln, der ungefähr 60 Zigaretten am Tag raucht. 
Diese Konzentration wurde auch in anderen Versuchsreihen genutzt (Haussig et al., 2008, 
Duerrschmidt et al., 2012). Die durchgeführten Versuche zeigen, dass sich nach 5tägiger 
Inkubation mit 1µM Nicotin und anschließenden 18h Wachstum im in vitro Angiogenese-
Assay die Proteinexpression von Cx43 und Cx37 signifikant verringert, während die von 
Cx40 gleich bleibt. Die Expression der mRNA hingegen war am stärksten für Cx40 gefolgt 
von Cx43 signifikant erhöht, für Cx37 nur tendenziell erhöht, was bedeuten könnte, dass im 
Falle des Cx40 eine kompensatorische Transkriptionssteigerung den Proteinlevel konstant 
erhält. Zudem deuten diese Daten darauf hin, dass die Proteinabnahme der Connexine am 
ehesten auf einem vermehrten Abbau beruht. Auch die interzelluläre Kommunikation war 
nach Nicotinstimulation deutlich eingeschränkt. Im in vitro Angiogenese-Assay konnte eine 
vermehrte Proliferation der Zellen sowie eine eingeschränkte Angiogenese nachgewiesen 
werden, welche sich in einer verminderten Anzahl an Abzweigungen und kürzeren Kapillar-
ähnlichen Strukturen sowie einem schlechteren Muster zeigte. Das Verhältnis von 
Kapillarabzweigungen zur Kapillarlänge war ebenfalls im Vergleich zur Kontrolle vermindert. 
Da Rauchen einen Risikofaktor bei der Entwicklung kardiovaskulärer Erkrankungen darstellt, 
sind diese Ergebnisse in guter Übereinstimmung mit klinischen Beobachtungen, die eine 
gestörte Wundheilung und ischämische Probleme bei Rauchern sowie fetale 
Entwicklungsdefekte bei rauchenden Schwangeren zeigen. Dies könnte unter anderem auf 
eine veränderte Genexpression atherogener Gene nach Nicotinbehandlung zurückzuführen 
sein (Zhang et al., 2001). Auch in der hier vorgelegten Arbeit konnte die klinische Relevanz 
der Ergebnisse gezeigt werden, denn in Gefäßschnitten von Rauchern konnte eine 
verminderte Proteinexpression von Cx43 und Cx37 nachgewiesen werden. Die 
Arbeitsgruppe um Haussig konnte eine verminderte Expression der Connexine Cx37 und 
Cx43 in der Zellkultur nach 5tägiger Nicotinbehandlung von HUVECs und darüber hinaus 
eine eingeschränkte Kommunikation der Zellen im Dye transfer feststellen (Haussig et al., 
2008). Die verminderte Connexinexpression nach Nicotininkubation konnte in dieser Arbeit 
auch in der 3D-Kultur (Matrigel) gezeigt werden, ebenso zeigten die Dye transfer-Studien, 
dass die verminderte Proteinexpression funktionelle Einschränkungen zur Folge hat. Diese 





Nicotinbehandlung fand auch die Arbeitsgruppe um Tsai (2004). Genau wie bei den 
vorliegenden Ergebnissen konnte diese Gruppe einen Anstieg der mRNA des Cx43 nach 
Nicotinstimulation finden. Diese Effekte wurden sowohl durch eine Blockade des nAChR als 
auch durch eine Behandlung der Zellen mit Protease-Inhibitoren blockiert. Dass Connexine 
proteasomal abgebaut werden, konnte bereits gezeigt werden (Laing und Beyer 1995), 
desweiteren existiert auch ein Abbauweg über das Lysosom (Laing et al., 1997). Durch eine 
Nicotinbehandlung von HUVECs wird ebenfalls die Anzahl ubiquitinierter Proteine, der 
Peptidabbau und die Autophagie erhöht (Duerrschmidt et al., 2012). Eine mögliche Erklärung 
für den Umstand, dass die Proteinexpression des Cx43 trotz einer erhöhten mRNA-
Expression nach Nicotinstimulation herab reguliert ist, kann also der erhöhte Proteinabbau 
sein. Viele Arbeitsgruppen konnten eine in vitro und in vivo Veränderung der Angiogenese 
nach Nicotinstimulation sehen. Park et al. (2008) fanden nach 48stündiger Behandlung von 
HUVECs mit 10-6M Nicotin im Matrigel-Assay eine signifikant höhere Anzahl an 
Abzweigungen. Dieser Unterschied zu den Ergebnissen dieser Arbeit ist wohl am ehesten 
durch die kürzere Inkubation der Zellen mit Nicotin zu begründen, könnte jedoch auch mit 
der Verwendung der Zellen in Passage 4 sowie einer 12stündigen Inkubation der Zellen 
ohne Serum (Starvation) zu erklären sein. In einer weiteren Arbeit (Park et al., 2011) zeigten 
sich bei der zweiwöchigen Behandlung von HUVECs mit Nicotin sowohl kürzere Längen der 
Kapillar-ähnlichen Strukturen als auch eine geringere Fläche an ausgebildeten Kapillaren 
und somit eine gehemmte Angiogenese bei chronischer Behandlung der Zellen mit Nicotin. 
Diese Ergebnisse sind in guter Übereinstimmung mit denen bei einer subchronischen 
Nicotinstimulation, die in der vorliegenden Arbeit gewonnen wurden. Auch hier konnte eine 
Verkürzung der Kapillar-ähnlichen Strukturen gefunden werden. Der Unterschied von akuter 
zu chronischer Behandlung könnte auch in einer veränderten NO-Freisetzung begründet 
sein, die diese Arbeitsgruppe fand. Bei der Nicotinbehandlung von sechs Stunden war die 
NO-Freisetzung erhöht, bei der chronischen Behandlung über zwei Wochen signifikant 
erniedrigt. Dass die Freisetzung von NO durch die subchronische Behandlung von HUVECs 
mit Nicotin herabgesetzt wird, konnten auch Haussig et al. (2008) zeigen. In einem 
Hinterlaufischämiemodell an Mäusen konnte unter Nicotinstimulation eine höhere 
Kapillardichte gefunden werden (Heeschen, 2001), was im Gegensatz zu den hier 
vorliegenden Ergebnissen steht. Dieser Unterschied kann einerseits auf die Einwirkung 
zweier verschiedener Stimuli, nämlich Nicotinstimulation und Ischämie, andererseits auf den 
Unterschied zwischen in vitro und in vivo Experimenten zurückzuführen sein. In vivo können 
nicht nur Nicotin, sondern auch dessen aktive Metaboliten wie beispielsweise Cotinin, das 
eine hohe Affinität an so genannten Cotinin-Rezeptoren hat (Riah et al., 2000), zur 
gesteigerten Angiogenese beitragen. Außerdem bewirkt die Ischämie die vermehrte 





2001). Die fünftägige Behandlung von HUVECs mit 1µM Nicotin führt außerdem zu einer 
veränderten Expression der nicotinergen Acetylcholinrezeptoren, die α3- und β4-Untereinheit 
werden heraufreguliert, die α4-Untereinheit wird herabreguliert. Die Behandlung mit Nicotin 
führt somit bei den nicotinergen Azetylcholinrezeptoren zu einem Subtypenshift 
(Duerrschmidt et al., 2012).  
Im in vitro Angiogenese-Assay war neben einer Abnahme der Abzweigungen eine Zunahme 
der Zellzahl nach Nicotinstimulation zu erkennen. Dass Nicotin die Zellproliferation erhöht, 
konnte auch von Dasgupta et al. (2006) an Lungenepithel sowie -tumorzellen, von Shin et 
al., (2004) in vivo an Magentumoren und von Boutherin-Falson (1990) an HUVECs gezeigt 
werden. Ebenso kann eine Stimulation mit Nicotin die DNA-Synthese steigern (Cucina et al., 
2000, Boutherin-Falson, 1990). Diese Proliferationssteigerung könnte durch eine erhöhte 
Expression des VEGF erklärt werden, die sowohl Shin (2004) als auch Conklin (2002) 
nachweisen konnten. Ebenso wurde von der Arbeitsgruppe um Heeschen (2001) ein anti-
apoptotischer Effekt des Nicotins beschrieben, der ebenso zu einer Vermehrung der Zellzahl 
führen kann. Im Gegensatz dazu scheint eine chronische Nicotinbehandlung in Ratten die 
Mitose in thorakalen Aortenendothelzellen zu erniedrigen und zu einem erhöhten Zelltod zu 
führen (Lin et al., 1992). Auch im Lewis-Lungenkrebsmodell an Ratten wirkte eine chronische 
Nicotinstimulation nicht proliferativ auf die Krebszellen, obwohl die Tumorgröße anstieg 
(Heeschen et al., 2001). 
In der Signalvermittlung der Nicotinwirkung an nicht-neuronalen Zellen scheinen 
unterschiedliche nicotinerge Acetylcholinrezeptoren (nAChR) eine Rolle zu spielen. Als 
erstes konnte Heeschen 2002 nachweisen, dass es einen cholinergen Signalweg für die 
Vermittlung der Angiogenese gibt, der durch die Nicotinwirkung stimuliert wird. Hier spielte 
vor allem α7-Untereinheit des nAChR eine entscheidende Rolle, da deren Inhibition mittels α-
Bungarotoxin eine Netzwerkbildung im in vitro Angiogenese-Assay beeinträchtigte. Diese 
Netzwerkbildung war teilweise auch von der Wirkung des VEGF abhängig, die weitere 
intrazelluläre Vermittlung erfolgte mittels der Phosphatidylinositol-3-Kinase und über 
Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAP-Kinasen)-Signalwege. Schlussendlich erfolgte auch 
eine Antivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB. Durch eine Nicotinstimulation und durch 
Hypoxie konnte auch die Expression der α7-Untereinheit des nAChR heraufreguliert werden. 
Weitere Studien geben einen Anhalt dafür, dass auch die gesteigerte Proliferation der Zellen 
durch Nicotin über die α7-Untereinheit des nAChR vermittelt wird. So konnte ein erhöhter 
Eintritt von Zellen in die S-Phase der Mitose nach Nicotininkubation durch eine Blockade der 
α7-Untereinheit des nAChR mittels α -Bungarotoxin oder eines Knockdown der 
Rezeptoruntereinheit durch siRNA-Behandlung deutlich minimiert werden (Dasgupta et al., 
2006). Ebenso konnte eine durch Passivrauchen erhöhte Kapillardichte und VEGF-





Inhibitor des nAChR, unterdrückt werden (Zhu et al., 2003). Li et al., (2006) konnten eine 
erhöhte mRNA-Expression der α7-Untereinheit des nAChR in Endothelzellen nach 
Nicotinstimulation nachweisen, die mit einer erhöhten myokardialen Kapillardichte nach 
Myokardinfarkt bei Ratten einherging.  
Neben einer veränderten Angiogenese konnte in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe von Dye 
Transfer-Experimenten auch eine herabgesetzte interzelluläre Kommunikation über Gap 
Junctions nach Nicotininkubation aufgezeigt werden. Diese kann auf die verminderte 
Expression der endothelialen Connexine Cx43 und Cx37 nach Nicotinstimulation 
zurückzuführen sein. Der Einfluss des Nicotins auf die interzelluläre Kommunikation wird – 
zumindest an HUVEC ‒ jedoch nicht über die α7-Untereinheit des nAChRs, sondern über die 
α4β2- oder α3β2-Untereinheiten vermittelt (Duerrschmidt et al., 2012). 
Zusammenfassend kann man zu den Nicotinversuchen sagen, dass die kombinierte 
Herabregulation von Cx43 und Cx37 einen stärkeren Einfluss auf die Angiogenese zu haben 
scheint als der Knockdown einzelner Connexine, die sich in der Abnahme in der Formierung 
Kapillar-ähnlicher Strukturen widerspiegelte. Diese Kombination legt nahe, dass eine 
Connexinherabregulation teilweise für die anti-angiogenetischen Effekte verantwortlich sein 
kann, die Nicotin im 3D-Matrigel-Assay auf die Netzwerkbildung der Endothelzellen hat. 
All diese Befunde unterstützen die Ergebnisse, die in der vorliegenden Arbeit nach 
Nicotinstimulation gefunden wurden. So war sowohl die Proliferation der Zellen im 
Angiogenese-Assay erhöht als auch die Angiogenese im Vergleich zur Kontrolle schlechter, 
was sich an einer geringeren Anzahl an Abzweigungen sowie einer verringerten 
Kapillarlänge und einem schlechter bewerteten Muster zeigte. Zeitgleich fand sich eine 
herabgesetzte interzelluläre Kommunikation nach Nicotinstimulation. 
 
Um zu sehen, wie sich umgekehrt eine Heraufregulation der Proteinexpression der 
Connexine auf die Angiogenese auswirkt, wurden die humanen, venösen 
Nabelschnurblutgefäßzellen mit dem β-Adrenozeptoragonisten Isoprenalin behandelt. Von 
Isoprenalin ist bekannt, dass es bei einer 24stündigen Inkubation von Kardiomyozyten zur 
gesteigerten mRNA- und Proteinexpression des Connexin43 führt, wohingegen die des 
Connexin40 unverändert bleibt (Salameh et al., 2006 und 2009). In dieser Arbeit wurde 
gezeigt, dass eine 20stündige Behandlung der HUVECs mit 100nM Isoprenalin zu einer 
signifikant gesteigerten Expression sowohl von Connexin43, Connexin37, aber – wenn auch 
in geringerem Maße ‒ von Connexin40 führt. Diese ging Hand in Hand mit einer gesteigerten 
interzellulären Kommunikation in den Dye Transfer-Experimenten. Im Angiogenese-Assay 
konnte unter der Isoprenalinbehandlung eine Zunahme der Kapillarverzweigungen sowie des 
Verhältnisses der Kapillarabzweigungen zur Kapillarlänge beobachtet werden, auch das 





in etwa einen umgekehrten Effekt zur Connexin-Downregulation. Physiologisch ist dieser 
Mechanismus sinnvoll, denn erhöhter sympathoadrenerger Stress geht mit vermehrter 
Muskelaktivität und einem daraus folgenden erhöhten Sauerstoffbedarf einhergeht, der durch 
die höhere Dichte an Kapillaren und somit einer besseren Versorgung des Gewebes mit 
Sauerstoff und Nährstoffen gedeckt werden soll. Dass eine Erhöhung der Katecholamine mit 
einer gesteigerten Angiogenese in vivo und in vitro einhergeht, konnten auch die 
Arbeitsgruppen um Park (2011) und Thaker (2006) zeigen. Diese hing mit einer gesteigerten 
VEGF-Expression zusammen, welche durch eine Blockade der β-adrenergen Rezeptoren 
mittels Propranolol vermindert wurde (Park et al., 2011). Beispielsweise resultiert sowohl 
chronischer Stress in vivo als auch eine Stimulation mit Noradrenalin in vitro über eine 
Stimulation der β-Adrenozeptoren zu einer gesteigerten Freisetzung von VEGF bei 
Ovarialtumoren, welche wiederum eine gesteigerte Angiogenese und ein höheres 
Tumorwachstum zur Folge hat (Thaker et al., 2006, Lutgendorf et al., 2003). Auch bei der 
Hypoxie-induzierten Angiogenese scheint die Signalvermittlung über β-Adrenozeptoren eine 
wesentliche Rolle zu spielen. So ist nach Hinterlaufischämie bei Mäusen, die keinen β2-AR 
exprimieren (β2-Adrenorezeptor-Knockout-Mäuse), die Angiogenese stark eingeschränkt 
(Ciccarelli et al, 2011). Dies kann beispielshalber auf eine verminderte Freisetzung 
Angiogenese-fördernder Stimuli zurückzuführen sein, die in Aortenendothelzellen jener 
Knockout-Mäuse gefunden wurde. Diese Zellen zeigten auch im in vitro Angiogenese-Assay 
eine verminderte Bildung Kapillar-ähnlicher Strukturen (Ciccarelli et al., 2001). Auch bei 
Mäusen, die aufgrund eines Knockouts der Dopamin-β-Hydroxylase keine Adrenalin und 
Noradrenalin produzieren können, war nach Hinterlaufischämie die Kapillardichte signifikant 
vermindert (Chalothorn et al., 2005). Passend hierzu fand die Arbeitsgruppe um Rengo bei 
herzinsuffizienten Mäusen, bei denen der β2-Adrenorezepotor überexprimiert wurde, eine 
erhöhte Kapillar- und Arteriolenlänge sowie auf molekularer Ebene eine Induktion pro-
angiogenetischer Signalwege (Rengo et al., 2012). Auch körperliches Training konnte bei 
Ratten, die nach einem Myokardinfarkt herzinsuffizient geworden waren, den VEGF-
Signalweg reaktivieren und somit die myokardiale Angiogenese verbessern. Gleichzeitig kam 
es zu einer erhöhten β-Adrenozeptorendichte (Leosco et al., 2008). Physiologisch ist dieser 
Vorgang sinnvoll zur langfristigen Anpassung an körperliche Aktivität. Diese Ergebnisse sind 
in guter Übereinstimmung mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. So konnte durch die 
Stimulation mit Isoprenalin eine erhöhte Proteinexpression der endothelialen Connexine 
Cx43, Cx40 und Cx37 erreicht werden, die Hand in Hand mit einer gesteigerten 
interzellulären Kommunikation und einer erhöhten Angiogenese in vitro ging, die im in vitro 
Angiogenese-Assay an einer signifikant erhöhten Zahl an Abzweigungen sowie einer 
besseren Musterbewertung zu sehen war. Im Gegensatz dazu stehen die in vivo 





Sympathektomie mittels 6-Hydroxydopamin zu einer höheren Kapillardichte im linken 
Ventrikel von Ratten führten. Dieser Effekt konnte auch mittels einer Blockade der β1-
Adrenorezeptor durch Metoprolol erreicht werden. Es ist jedoch anzumerken, dass der 
Volumenanteil an Kapillaren im Gesamtmyokard unverändert blieb, da der Durchmesser der 
Kapillaren verringert war. 
Alles in allem kann man sagen, dass die Arbeitshypothese, dass die Connexine bei der 
Angiogenese eine Rolle spielen, durch die Versuche mit Isoprenalin weiter bekräftigt werden 
konnten, da die Erhöhung der Proteinexpression der Connexine zu einer gesteigerten 
Angiogenese führte, die Knockdown der Connexine hingegen zu einer verminderten 
Angiogenese. 
 
Um weitere Mechanismen zu untersuchen, die einen Beitrag zur eingeschränkten 
Angiogenese nach Nicotin- oder siRNA-Behandlung leisten, erfolgte die Analyse des 
Proteins Caveolin-1. Dieses Protein Co-lokalisiert und interagiert im Golgi-Apparat und in der 
Plasmamembran in Lipid Rafts mit Cx43 (Langlois et al., 2008, Strale et al., 2011), 
außerdem findet eine Interaktion mit Cx37 und Cx40 in Endothelzellen statt (Saliez et al., 
2008). Für diese Co-Lokalisation ist der C-Terminus des Cx43 verantwortlich (Langlois et al., 
2008). Saliez et al. (2008) zeigten weiterhin, dass in Cav-1-Knockout Mäusen die 
endothelialen Connexine geringer exprimiert werden. Eine Behandlung von Zellen mit siRNA 
gegen Cx43 führt hingegen nicht zu einer Expressionsänderung des Cav-1 (Strale et al., 
2011). Dies konnte auch in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden. Jedoch wiesen Mäuse, 
die kein Cx40 und kein endotheliales Cx43 exprimieren, eine deutliche 
Expressionsminderung des Cav-1 auf (Koval et al., 2011). Es konnte gezeigt werden, dass 
Cav-1 in den Transport von Connexinen zur Zellmembran involviert ist (Behets Wydemans et 
al., 2011). In dieser Arbeit konnte eine verminderte Expression des Cav-1 nach siRNA-
Behandlung gegen Cx37 und Cx40 gezeigt werden, während ein Knockdown von Cx43 
keinen Einfluss auf die Cav-1 Expression hatte. Nach Behandlung der Zellen mit Isoprenalin, 
die zu einem Expressionsanstieg der endothelialen Connexine führte, war die Cav-1-
Expression ebenfalls erhöht. Diese Ergebnisse unterstützen die These, dass Cav-1 in den 
Transport der Connexine zur Plasmamembran involviert ist. Die erniedrigte Cav-1-
Expression nach siRNA-Behandlung kann also damit erklärt werden, dass weniger 
Connexine gebildet werden und somit auch weniger Cav-1 zum Transport benötigt wird. 
Folglich wird also auch mehr Cav-1 zum Transport der vermehrt gebildeten Connexine nach 
Iroprenalinstimulation benötigt. Die vermehrte Expression des Cav-1 nach Nicotinstimulation 
könnte als Gegenregulation zum vermehrten Proteinabbau der Connexine durch die 
Nicotinwirkung (Tsai et al., 2004, Duerrschmidt et al., 2012) gedeutet werden. Dies kann 





stehen, die auch von Arshad et al., (2011) nach einer Blockade des Cx43 und folgendem 
Cav-1-Anstieg gesehen wurde. 
 
Insgesamt konnte in dieser Arbeit umfassend gezeigt werde, dass sowohl eine 
Überexpression als auch ein Knockdown der endothelialen Connexine, sowie deren 
funktionale Blockade  zu einer veränderten Angiogenese führen. Am stärksten wurde hierbei 
die Anzahl der Verzweigungen der Kapillar-ähnlichen Strukturen bei der Angiogenese 
beeinflusst. Ebenso konnte mit der Änderung des Cav-1 ein möglicher 
Regulationsmechanismus gefunden werden. Um jedoch noch tiefer gehende Erkenntnisse in 
diesem Bereich zu gewinnen, sollten zukünftige Experimente die Regulation der 
Angiogenese und der Connexine in Endothelzellen über die adrenergen Rezeptoren genauer 
untersuchen, um zu sehen, welchen Einfluss die Stimulation oder Blockierung der alpha- und 
betaadrenergen Rezeptoren auf die Connexinexpression und Angiogenese der 
Endothelzellen hat. Zudem sind weitere Experimente nötig, um die genaue Rolle des Cav-1 
bei der Connexinexpression zu klären. Dies könnte durch RNA-Interferenz-Versuche gegen 
Cav-1 mit anschließenden Western Blot-, Dye transfer- und Angiogenese-Assay-








Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades Dr. med. 
Einfluss endothelialer Connexine auf die Angiogenese 
Eingereicht von: Christiane Gärtner-Grätz, geb. Gärtner 
Angefertigt in: Universität Leipzig, Klinik für Herzchirurgie, Herzzentrum Leipzig 
Betreut von: Prof. Dr. med. Stefan Dhein 
Eingereicht im: September 2014 
Hintergrund: Connexine (Cx) spielen eine wichtige Rolle bei Wachstum und Differenzierung. 
Die Angiogenese ist an vielen physiologischen und pathologischen Prozessen beteiligt. 
Jedoch ist noch unklar, ob Connexine einen Einfluss auf die Angiogenese haben. 
Fragestellung; In dieser Arbeit sollte die Rolle endothelialer Connexine an der Angiogenese 
untersucht werden. 
Methoden: Venöse Zellen der menschlichen Nabelschnur (HUVEC) wurden kultiviert bis sie 
subkonfluent waren. Vor der 3D Kultur im Matrigel wurden die Zellen entweder mit Nicotin, 
dem Gap Junction Inhibitor Palmitoleinsäure (PA), einem siRNA-Knockdown von entweder 
Cx37, Cx40 oder Cx43 oder mit Isoprenalin behandelt. Die Zellen wurden dann auf ein in 
vitro Angiogenese-Assay (3D-Kultur, Matrigel) gegeben und nach 18h wurden 
unterschiedliche Angiogeneseparameter erhoben, um die Komplexität der Angiogenese zu 
beurteilen. Änderungen der Expression der Cx mRNA- und Proteinexpression sowie der 
Kommunikation über Gap Junctions wurden mittels PCR, Immunfluoreszenzmikroskopie, 
Western Blot und Lucifer Yellow Dye Transfer untersucht. Bei Gewebeproben der A. 
mammaria von Rauchern und Nichtrauchern wurden mittels Immunofluoreszenzmikroskopie 
die Expression der Cx beurteilt. 
Ergebnisse: Die Behandlung mit spezifischer siRNA führte zu einer signifikanten Abnahme 
der Expression des jeweiligen Connexins in den HUVECs. Sowohl der Knockdown als auch 
die Behandlung mit PA verringerte die Kommunikation über Gap Junctions signifikant und 
reduzierte die Anzahl der Abzweigungen im Angiogenese-Assay. Der Knockdown des Cx43 
und Cx40 sowie die Behandlung mit PA reduzierten ebenfalls die Komplexität des Musters 
im Matrigel-Assay. Nicotin führte zu einer Reduktion der Cx43- und Cx37-Proteinexpression, 





zu einer Abnahme der Länge der Kapillar-ähnlichen-Strukturen, der Anzahl der 
Abzweigungen und des Musters im Matrigelassay, während die Anzahl der Zellen zunahm. 
Die mRNA-Expression der Connexine war hingegen erhöht. In Gewebeproben von Rauchern 
konnte analog eine verminderte Expression von Cx43 und Cx37, aber nicht von Cx40, in der 
Intima gezeigt werden. Isoprenalin erhöhte die Proteinexpression der endothelialen 
Connexine und verbesserte sowohl die interzelluläre Kommunikation als auch das Muster im 
Matrigel-Assay. Ebenso waren die Kapillar-ähnlichen Strukturen im Vergleich zur Kontrolle 
länger. 
Schlussfolgerung: Aus den erhobenen Ergebnissen lässt sich der Schluss ziehen, dass 
Connexine bei der Angiogenese involviert sind, vor allem beim Vorgang der Verzweigung. 








Ai X, Zhao W, Pogwizd SM (2010): Connexin43 knockdown or overexpression modulates 
cell coupling in control and failing rabbit left ventricular myocytes. Cardiovasc Res; 
85(4):751-62 
Alvarez Garcia B, Ruiz C, Chacon P, Sabin JA, Matas M (2003): High-sensitivity C-reactive 
protein in high-grade carotid stenosis: risk marker for unstable carotid plaque. J Vasc Surg; 
38(5): 1018-24 
Arnaoutova I, George J, Kleinman HK, Benton G (2009): The endothelial cell tube formation 
assay on basement membrane turns 20: state of the science and the art. Angiogenesis; 
12(3):267-74 
Arshad A, Conzelmann C, Härtel F, Aslam M, Hussain I, Städtle M, Riaz MA, Sedding DG, 
Piper HM, Noll T, Gündüz D (2011): Connexin 43 acts as a counter regulatory molecule of 
caveolin-1 in the control of angiogenesis. Clin res Cardiol 100, Suppl 1, April 2011, P668. 
Asmussen I, Kjeldsen K (1975): Intimal ultrastructure of human umbilical arteries. 
Observations on arteries from newborn children of smoking and nonsmoking mothers. Circ 
Res; 36(5):579-89 
Axelsen LN, Calloe K, Holstein-Rathlou NH, Nielsen MS (2013): Managing the complexity of 
communication: regulation of gap junctions by post-translational modification. Front 
Pharmacol.;4:130 
Bao X, Chen Y, Reuss L, Altenberg GA (2004): Functional expression in Xenopus oocytes of 
gap-junctional hemichannels formed by a cysteine-less connexin 43. J Biol Chem; 279(11): 
9689-92 
Beauchamp A, Debinski W (2012): Ephs and ephrins in cancer: ephrin-A1 signalling. Semin 
Cell Dev Biol; 23(1):109-15 
Behets Wydemans G, Rath G, Bouzin C, Dessy C (2011): Caveolin-1 participates to the 
regulation of gap-junctions in endothelial cells. Proceedings of the International Gap Junction 
Conference 2011, Ghent, Belgium, p. 167 
Behrens J, Kameritsch P, Wallner S, Pohl U, Pogoda K (2010): The carboxyl tail of Cx43 






Bellafiore M, Sivverini G, Palumbo D, Macaluso F, Bianco A, Palma A, Farina F (2007): 
Increased cx43 and angiogenesis in exercised mouse hearts. Int J Sports Med; 28(9):749-55  
Benowitz NL, Jacob P 3rd (1980): Nicotine and carbon monoxide intake from high- and low-
yield cigarettes. Clin Pharmacol Ther; 36(2):265-70 
Benowitz NL, Jacob P 3rd (1984): Daily intake of nicotine during cigarette smoking. Clin 
Pharmacol Ther; 35(4):499-504 
Benowitz NL (1988): Toxicity of nicotine: implications with regard to nicotine replacement 
therapy. Prog Clin Biol Res; 261:187-217 
Benowitz NL, Gourlay SG (1997): Cardiovascular toxicity of nicotine: implications for nicotine 
replacement therapy. J Am Coll Cardiol; 29(7):1422-31 
Benowitz NL, Swan GE, Jacob P 3rd, Lessov-Schlaggar CN, Tyndale RF (2006): CYP2A6 
genotype and the metabolism and disposition kinetics of nicotine. Clin Pharmacol Ther.; 
80(5):457-67 
Bergoffen J, Scherer SS, Wang S, Scott MO, Bone LJ, Paul DL, Chen K, Lensch MW, 
Chance PF, Fischbeck KH (1993): Connexin mutations in X-linked Charcot-Marie-Tooth 
disease. Science; 262(5142): 2039-42 
Boassa D, Solan JL, Papas A, Thornton P, Lampe PD, Sosinsky GE (2010): Trafficking and 
recycling of the connexin43 gap junction protein during mitosis. Traffic.; 11(11):1471-86 
Boutherin-Falson O, Blaes N (1990): Nicotine increases basal prostacyclin production and 
DNA synthesis of human endothelial cells in primary cultures. Nouv Rev Fr Hematol; 
32(4):253-8 
Brink PR, Cronin K, Banach K, Peterson E, Westphale EM, Seul KH, Ramanan SV, Beyer 
EC (1997): Evidence for heteromeric gap junction channels formed from rat connexin43 and 
human connexin37. Am J Physiol; 273(4 Pt 1): C1386-96 
Burnier L, Fontana P, Angelillo-Scherrer A, Kwak BR (2009): Intercellular communication in 
atherosclerosis. Physiology (Bethesda); 24:36-44 
Burt JM, Massey KD, Minnich BN (1991): Uncoupling of cardiac cells by fatty acids: 
structure-activity relationships. Am J Physiol; 260(3 Pt 1):C439-48 
Burt JM, Nelson TK, Simon AM, Fang JS (2008): Connexin 37 profoundly slows cell cycle 





Caduff JH, Fischer LC, Burri PH (1986): Scanning electron microscope study of the 
developing microvasculature in the postnatal rat lung. Anat Rec.; 216(2): 154-64 
Catassi A, Servent D, Paleari L, Cesario A, Russo P. (2008): Multiple roles of nicotine on cell 
proliferation and inhibition of apoptosis: implications on lung carcinogenesis. Mutat Res.; 
659(3):221-31 
Cattaneo MG, D'atri F, Vicentini LM. (1997): Mechanisms of mitogen-activated protein kinase 
activation by nicotine in small-cell lung carcinoma cells. Biochem J; 328 ( Pt 2):499-503 
Chadjichristos CE, Scheckenbach KE, van Veen TA, Richani Sarieddine MZ, de Wit C, Yang 
Z, Roth I, Bacchetta M, Viswambharan H, Foglia B, Dudez T, van Kempen MJ, Coenjaerts 
FE, Miquerol L, Deutsch U, Jongsma HJ, Chanson M, Kwak BR (2010): Endothelial-specific 
deletion of connexin40 promotes atherosclerosis by increasing CD73-dependent leukocyte 
adhesion. Circulation;121(1):123-31 
Chalothorn D, Zhang H, Clayton JA, Thomas SA, Faber JE (2005): Catecholamines augment 
collateral vessel growth and angiogenesis in hindlimb ischemia. Am J Physiol Heart Circ 
Physiol; 289(2):H947-59 
Chandrasekhar A, Kalmykov EA, Polusani SR, Mathis SA, Zucker SN, Nicholson BJ (2013): 
Intercellular redistribution of cAMP underlies selective suppression of cancer cell growth by 
connexin26. PLoS One; 8(12):e82335 
Cheng N, Brantley DM, Chen J (2002): The ephrins and Eph receptors in angiogenesis. 
Cytokine Growth Factor Rev; 13(1):75-85 
Cherian PP, Siller-Jackson AJ, Gu S, Wang X, Bonewald LF, Sprague E, Jiang JX (2005): 
Mechanical strain opens connexin 43 hemichannels in osteocytes: a novel mechanism for 
the release of prostaglandin. Mol Biol Cell.; 16(7):3100-6 
Christ GJ, Spray DC, el-Sabban M, Moore LK, Brink PR (1996): Gap junctions in vascular 
tissues. Evaluating the role of intercellular communication in the modulation of vasomotor 
tone. Circ Res; 79(4): 631-46 
Ciccarelli M, Sorriento D, Cipolletta E, Santulli G, Fusco A, Zhou RH, Eckhart AD, Peppel K, 
Koch WJ, Trimarco B, Iaccarino G (2011): Impaired neoangiogenesis in β₂-adrenoceptor 
gene-deficient mice: restoration by intravascular human β₂-adrenoceptor gene transfer and 





Clutte-Brown J, Mulligan J, Doyle K, Hagan S, Osmolski T, Hojnacki J (1986): Oral nicotine 
induces an atherogenic lipoprotein profile. Proc Soc Exp Biol Med; 182:409–413 
Conklin BS, Zhao W, Zhong DS, Chen C (2002): Nicotine and cotinine up-regulate vascular 
endothelial growth factor expression in endothelial cells. Am J Pathol.; 160(2):413-8 
Contreras JE, Sáez JC, Bukauskas FF, Bennett MV (2003): Functioning of cx43 
hemichannels demonstrated by single channel properties. Cell Commun Adhes; 10(4-6):245-
9 
Corringer PJ, Le Novère N, Changeux JP (2000): Nicotinic receptors at the amino acid level. 
Annu Rev Pharmacol Toxicol; 40:431-58 
Cucina A, Sapienza P, Corvino V, Borrelli V, Mariani V, Randone B, Santoro D'Angelo L, 
Cavallaro A (2000): Nicotine-induced smooth muscle cell proliferation is mediated through 
bFGF and TGF-beta 1. Surger; 127(3):316-22 
Dahl G, Levine E, Rabadan-Diehl C, Werner R (1991): Cell/cell channel formation involves 
disulfide exchange. Eur J Biochem; 197(1): 141-4 
Dang X, Doble BW, Kardami E (2003): The carboxy-tail of connexin-43 localizes to the 
nucleus and inhibits cell growth. Mol Cell Biochem; 242(1-2):35-8 
Das Sarma J, Meyer RA, Wang F, Abraham V, Lo CW, Koval M (2001): Multimeric connexin 
interactions prior to the trans-Golgi network. J Cell Sci.; 114(Pt 22):4013-24 
Dasgupta C, Martinez AM, Zuppan CW, Shah MM, Bailey LL, Fletcher WH (2001): 
Identification of connexin43 (alpha1) gap junction gene mutations in patients with hypoplastic 
left heart syndrome by denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE). Mutat Res; 479(1-2): 
173-86 
Dasgupta P, Rastogi S, Pillai S, Ordonez-Ercan D, Morris M, Haura E, Chellappan S (2006): 
Nicotine induces cell proliferation by beta-arrestin-mediated activation of Src and Rb-Raf-1 
pathways. J Clin Invest; 116(8):2208-2217  
de Wit C, Roos F, Bolz SS, Pohl U (2003): Lack of vascular connexin 40 is associated with 
hypertension and irregular arteriolar vasomotion. Physiol Genomics; 13(2):169-77 
de Wit C, Hoepfl B, Wölfle SE (2006): Endothelial mediators and communication through 





Dedek K, Schultz K, Pieper M, Dirks P, Maxeiner S, Willecke K, Weiler R, Janssen-Bienhold 
U (2006): Localization of heterotypic gap junctions composed of connexin45 and connexin36 
in the rod pathway of the mouse retina. Eur J Neurosci; 24(6):1675-86 
Diez JA, Ahmad S, Evans WH (1999): Assembly of heteromeric connexons in guinea-pig 
liver en route to the Golgi apparatus, plasma membrane and gap junctions. Eur J Biochem.; 
262(1):142-8 
Dhein S, Jongsma HJ (2004): Forming the network-gap junctions in the cardiovascular 
system. Cardiovasc Res; 62(2):225-7 
Diehl S, Bruno R, Wilkinson GA, Loose DA, Wilting J, Schweigerer L, Klein R (2005): Altered 
expression patterns of EphrinB2 and EphB2 in human umbilical vessels and congenital 
venous malformations. Pediatr Res; 57(4):537-44 
Doble BW, Dang X, Ping P, Fandrich RR, Nickel BE, Jin Y, Cattini PA, Kardami E (2004): 
Phosphorylation of serine 262 in the gap junction protein connexin-43 regulates DNA 
synthesis in cell-cell contact forming cardiomyocytes. J Cell Sci.; 117(Pt 3):507-14 
Duerrschmidt N, Hagen A, Gaertner C, Wermke A, Nowicki M, Spanel-Borowski K, Stepan H, 
Mohr FW, Dhein S (2012): Nicotine effects on human endothelial intercellular communication 
via α4β2 and α3β2 nicotinic acetylcholine receptor subtypes. Naunyn Schmiedebergs Arch 
Pharmacol; 385(6):621-32 
Dvorak HF, Brown LF, Detmar M, Dvorak AM (1995): Vascular permeability factor/vascular 
endothelial growth factor, microvascular hyperpermeability, and angiogenesis. Am J Pathol.; 
146(5): 1029-39 
el-Fouly MH, Trosko JE, Chang CC (1987): Scrape-loading and dye transfer. A rapid and 
simple technique to study gap junctional intercellular communication. Exp Cell Res; 
168(2):422-30 
Elfgang C, Eckert R, Lichtenberg-Fraté H, Butterweck A, Traub O, Klein RA, Hülser DF, 
Willecke K (1995): Specific permeability and selective formation of gap junction channels in 
connexin-transfected HeLa cells. J Cell Biol; 129(3):805-17 
Evans WH, Martin PE (2002): Gap junctions: structure and function. Mol Membr Biol.; 
19(2):121-36 
Falk MM, Buehler LK, Kumar NM, Gilula NB (1997): Cell-free synthesis and assembly of 





Fang JS, Angelov SN, Simon AM, Burt JM (2012): Cx40 is required for, and cx37 limits, 
postischemic hindlimb perfusion, survival and recovery. J Vasc Res; 49(1):2-12 
Fang JS, Angelov SN, Simon AM, Burt JM (2013): Compromised regulation of tissue 
perfusion and arteriogenesis limit, in an AT1R-independent fashion, recovery of ischemic 
tissue in Cx40(-/-) mice. Am J Physiol Heart Circ Physiol; 304(6):H816-27 
Ferrara N, Davis-Smyth T (1997): The biology of vascular endothelial growth factor. Endocr 
Rev; 18(1):4-25 
Folkman J (1995): Angiogenesis in cancer, vascular, rheumatoid and other disease. Nat 
Med.; 1(1): 27-31 
Fong JT, Kells RM, Gumpert AM, Marzillier JY, Davidson MW, Falk MM (2012): Internalized 
gap junctions are degraded by autophagy. Autophagy; 8(5):794-811 
Forsythe JA, Jiang BH, Iyer NV, Agani F, Leung SW, Koos RD, Semenza GL (1996): 
Activation of vascular endothelial growth factor gene transcription by hypoxia-inducible factor 
1. Mol Cell Biol 16, 4604-4613 
Freiman A, Bird G, Metelitsa AI, Barankin B, Lauzon GJ (2004): Cutaneous effects of 
smoking. J Cutan Med Surg; 8(6):415-23 
Füller T, Korff T, Kilian A, Dandekar G, Augustin HG (2003): Forward EphB4 signaling in 
endothelial cells controls cellular repulsion and segregation from ephrinB2 positive cells. J 
Cell Sci;116(Pt 12):2461-70 
Geudens I und Gerhardt H (2011): Coordinating cell behavior during blood vessel formation. 
Development 138(21):4569-83 
Geiss-Friedlander R, Melchior F (2007): Concepts in sumoylation: a decade on. Nat Rev Mol 
Cell Biol; 8(12):947-56 
Giepmans BN, Verlaan I, Hengeveld T, Janssen H, Calafat J, Falk MM, Moolenaar WH 
(2001a): Gap junction protein connexin-43 interacts directly with microtubules. Curr Biol; 
11(17):1364-8 
Giepmans BN, Verlaan I, Moolenaar WH (2001b): Connexin-43 interactions with ZO-1 and 





Giepmans BN, Hengeveld T, Postma FR, Moolenaar WH (2001c): Interaction of c-Src with 
gap junction protein connexin-43. Role in the regulation of cell-cell communication. J Biol 
Chem; 276(11):8544-9 
Giepmans BN (2004), Gap junctions and connexin-interacting proteins. Cardiovasc Res; 
62(2): 233-45 
Gómez-Hernández JM, de Miguel M, Larrosa B, González D, Barrio LC (2003): Molecular 
basis of calcium regulation in connexin-32 hemichannels. Proc Natl Acad Sci U S A.; 
100(26):16030-5 
Good ME, Nelson TK, Simon AM, Burt JM (2011): A functional channel is necessary for 
growth suppression by Cx37. J Cell Sci; 124(Pt 14):2448-56 
Goodenough DA, Paul DL (2003): Beyond the gap: functions of unpaired connexon 
channels. Nat Rev Mol Cell Biol.; 4(4):285-94 
Grupcheva CN, Laux WT, Rupenthal ID, McGhee J, McGhee CN, Green CR (2012): 
Improved corneal wound healing through modulation of gap junction communication using 
connexin43-specific antisense oligodeoxynucleotides. Invest Ophthalmol Vis Sci; 53(3):1130-
8 
Gu H, Smith FC, Taffet SM, Delmar M (2003): High incidence of cardiac malformations in 
connexin40-deficient mice. Circ Res; 93(3):201-6 
Hakim CH, Jackson WF, Segal SS (2008): Connexin isoform expression in smooth muscle 
cells and endothelial cells of hamster cheek pouch arterioles and retractor feed arteries. 
Microcirculation; 15(6):503-14 
Haussig S, Schubert A, Mohr FW, Dhein S (2008): Sub-chronic nicotine exposure induces 
intercellular communication failure and differential down-regulation of connexins in cultured 
human endothelial cells. Atherosclerosis; 196(1):210-8 
He DS, Jiang JX, Taffet SM, Burt JM (1999): Formation of heteromeric gap junction channels 
by connexins 40 and 43 in vascular smooth muscle cells. Proc Natl Acad Sci U S A.; 96(11): 
6495-500 
He L, Hannon GJ (2004): MicroRNAs: small RNAs with a big role in gene regulation. Nat Rev 





Heeschen C, Jang JJ, Weis M, Pathak A, Kaji S, Hu RS, Tsao PS, Johnson FL, Cooke JP 
(2001): Nicotine stimulates angiogenesis and promotes tumor growth and atherosclerosis. 
Nat Med; 7(7):833-9 
Heeschen C, Weis M, Aicher A, Dimmeler S, Cooke JP (2002): A novel angiogenic pathway 
mediated by non-neuronal nicotinic acetylcholine receptors. J Clin Invest; 110(4):527-36 
Henschler D (1992): Tabak. In: Pharmakologie und Toxikologie (Hrsg Forth D, Henschler  D, 
Rummel W, Starke K); 6. Auflage: 809-815 
Hesketh GG, Shah MH, Halperin VL, Cooke CA, Akar FG, Yen TE, Kass DA, Machamer CE, 
Van Eyk JE, Tomaselli GF (2010): Ultrastructure and regulation of lateralized connexin43 in 
the failing heart. Circ Res.; 106(6):1153-63 
Hua Z, Lv Q, Ye W, Wong CK, Cai G, Gu D, Ji Y, Zhao C, Wang J, Yang BB, Zhang Y 
(2006): MiRNA-directed regulation of VEGF and other angiogenic factors under hypoxia. 
PLoS One; 1: e116 
Isakson BE, Duling BR (2005): Heterocellular contact at the myoendothelial junction 
influences gap junction organization. Circ Res; 97(1):44-51 
 
Ishikawa S, Kuno A, Tanno M, Miki T, Kouzu H, Itoh T, Sato T, Sunaga D, Murase H, Miura 
T (2012): Role of connexin-43 in protective PI3K-Akt-GSK-3β signaling in cardiomyocytes. 
Am J Physiol Heart Circ Physiol; 302(12):H2536-44 
Jaffe EA, Nachman RL, Becker CG, Minick CR (1973): Culture of human endothelial cells 
derived from umbilical veins. Identification by morphologic and immunologic criteria. Journal 
of Clinical Investigation 52(11): 2745-56 
Jeyaraman MM, Fandrich RR, Kardami E (2013): Together and apart: inhibition of DNA 
synthesis by connexin-43 and its relationship to transforming growth factor β. Front 
Pharmacol.; 4:90 
Jobs A, Schmidt K, Schmidt VJ, Lübkemeier I, van Veen TA, Kurtz A, Willecke K, de Wit C 
(2012): Defective Cx40 maintains Cx37 expression but intact Cx40 is crucial for conducted 
dilations irrespective of hypertension. Hypertension; 60(6):1422-9 
Johnson und Nerem (2007): Endothelial connexin 37, connexin 40, and connexin 43 respond 





Joshi CN, Martin DN, Shaver P, Madamanchi C, Muller-Borer BJ, Tulis DA (2012): Control of 
vascular smooth muscle cell growth by connexin 43. Front Physiol; 3:220 
Jozwiak J, Dhein S (2008): Local effects and mechanisms of antiarrhythmic peptide AAP10 
in acute regional myocardial ischemia: electrophysiological and molecular findings. Naunyn 
Schmiedebergs Arch Pharmacol; 378(5):459-70 
Kameritsch P, Khandoga N, Pohl U, Pogoda K (2013): Gap junctional communication 
promotes apoptosis in a connexin-type-dependent manner. Cell Death Dis; 4: e584 
Kang EY, Ponzio M, Gupta PP, Liu F, Butensky A, Gutstein DE (2009): Identification of 
binding partners for the cytoplasmic loop of connexin43: a novel interaction with β-tubulin. 
Cell Commun Adhes; 15(5-6):397-406 
Kar R, Batra N, Riquelme MA, Jiang JX (2012): Biological role of connexin intercellular 
channels and hemichannels. Arch Biochem Biophys; 524(1):2-15 
Kjenseth A, Fykerud TA, Sirnes S, Bruun J, Yohannes Z, Kolberg M, Omori Y, Rivedal E, 
Leithe E (2012): The gap junction channel protein connexin 43 is covalently modified and 
regulated by SUMOylation. J Biol Chem; 287(19):15851-61 
Klapproth H, Reinheimer T, Metzen J, Münch M, Bittinger F, Kirkpatrick CJ, Höhle KD, 
Schemann M, Racké K, Wessler I (1997): Non-neuronal acetylcholine, a signalling molecule 
synthezised by surface cells of rat and man. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol; 
355(4):515-23 
Kleinsasser NH, Sassen AW, Semmler MP, Staudenmaier R, Harréus UA, Richter E (2006): 
Does nicotine add to the carcinogenic strain of tobacco smoke? HNO; 54(5):369-72, 374-5 
Kleinman HK, Malinda KM, Gho YS, Ponce ML (2000): In vitro and in vivo models of 
angiogenesis. In: Angiogenesis in health and disease: from basic to clinical applications. 
Marcel Dekker, Inc., New York, pp 291-299 
Klotz LO (2012): Posttranscriptional regulation of connexin-43 expression. Arch Biochem 
Biophys.; 524(1):23-9 
Knight MM, McGlashan SR, Garcia M, Jensen CG, Poole CA (2009): Articular chondrocytes 
express connexin 43 hemichannels and P2 receptors - a putative mechanoreceptor complex 





Koval M, Billaud M, Straub AC, Johnstone SR, Zarbock A, Duling BR, Isakson BE (2011): 
Spontaneous lung dysfunction and fibrosis in mice lacking connexin 40 and endothelial cell 
connexin 43. Am J Pathol; 178(6):2536-46 
Kren BT, Kumar NM, Wang SQ, Gilula NB, Steer CJ (1993): Differential regulation of multiple 
gap junction transcripts and proteins during rat liver regeneration. J Cell Biol; 123(3):707-18 
Krüger O, Bény JL, Chabaud F, Traub O, Theis M, Brix K, Kirchhoff S, Willecke K (2002): 
Altered dye diffusion and upregulation of connexin37 in mouse aortic endothelium deficient in 
connexin40. J Vasc Res; 39(2):160-72 
Krutovskikh VA, Troyanovsky SM, Piccoli C, Tsuda H, Asamoto M, Yamasaki H (2000): 
Differential effect of subcellular localization of communication impairing gap junction protein 
connexin43 on tumor cell growth in vivo. Oncogene; 19(4):505-13 
Kubota Y, Kleinman HK, Martin GR, Lawley TJ (1988): Role of laminin and basement 
membrane in the morphological differentiation of human endothelial cells into capillary-like 
structures. J Cell Biol; 107(4):1589-98 
Kumar NM, Gilula NB (1996), The gap junction communication channel. Cell; 84(3): 381-8 
Kurz H, Burri PH, Djonov VG (2003): Angiogenesis and vascular remodelling by 
intussusception: from form to function. News Physiol Sci; 18: 65-70 
Kwak BR, Pepper MS, Gros DB, Meda P (2001): Inhibition of endothelial wound repair by 
dominant negative connexin inhibitors. Mol Biol Cell; 12(4): 831-45 
Kwak BR, Mulhaupt F, Veillard N, Gros DB, Mach F (2002): Altered pattern of vascular 
connexin expression in atherosclerotic plaques. Arterioscler Thromb Vasc Biol; 22(2): 225-30 
Laing JG, Beyer EC (1995): The gap junction protein connexin43 is degraded via the 
ubiquitin proteasome pathway. J Biol Chem; 270(44):26399-403 
Laing JG, Tadros PN, Westphale EM, Beyer EC (1997): Degradation of connexin43 gap 
junctions involves both the proteasome and the lysosome. Exp Cell Res; 236(2):482-92 
Laird DW, Puranam KL, Revel JP (1991): Turnover and phosphorylation dynamics of 
connexin43 gap junction protein in cultured cardiac myocytes. Biochem J; 273(Pt 1):67-72 





Langlois S, Cowan KN, Shao Q, Cowan BJ, Laird DW (2008): Caveolin-1 and -2 interact with 
connexin43 and regulate gap junctional intercellular communication in keratinocytes. Mol Biol 
Cell; 19(3):912-28 
Langlois S, Cowan KN, Shao Q, Cowan BJ, Laird DW (2010): The tumor-suppressive 
function of Connexin43 in keratinocytes is mediated in part via interaction with caveolin-1. 
Cancer Res; 70(10):4222-32 
Larson DM, Wrobleski MJ, Sagar GD, Westphale EM, Beyer EC, Differential regulation of 
connexin43 and connexin37 in endothelial cells by cell density, growth, and TGF-beta1. Am J 
Physiol; 272(2 Pt 1):C405-15 
Leithe E, Sirnes S, Fykerud T, Kjenseth A, Rivedal E (2012): Endocytosis and post-endocytic 
sorting of connexins. Biochim Biophys Acta; 1818(8):1870-9 
Leosco D, Rengo G, Iaccarino G, Golino L, Marchese M, Fortunato F, Zincarelli C, Sanzari 
E, Ciccarelli M, Galasso G, Altobelli GG, Conti V, Matrone G, Cimini V, Ferrara N, Filippelli A, 
Koch WJ, Rengo F (2008): Exercise promotes angiogenesis and improves beta-adrenergic 
receptor signalling in the post-ischaemic failing rat heart. Cardiovasc Res; 78(2):385-94 
Li XW, Wang H (2006): Non-neuronal nicotinic alpha 7 receptor, a new endothelial target for 
revascularization. Life Sci; 78(16):1863-70 
Liao Y, Day KH, Damon DN, Duling BR(2001): Endothelial cell-specific knockout of connexin 
43 causes hypotension and bradycardia in mice. Proc Natl Acad Sci U S A; 98(17):9989-94 
Lichtenstein A, Minogue PJ, Beyer EC, Berthoud VM (2011): Autophagy: a pathway that 
contributes to connexin degradation. J Cell Sci; 124(Pt 6):910-20 
Lin SJ, Hong CY, Chang MS, Chiang BN, Chien S (1992): Long-term nicotine exposure 
increases aortic endothelial cell death and enhances transendothelial macromolecular 
transport in rats. Arterioscler Thromb; 12(11):1305-12 
López-Bigas N, Olivé M, Rabionet R, Ben-David O, Martínez-Matos JA, Bravo O, Banchs I, 
Volpini V, Gasparini P, Avraham KB, Ferrer I, Arbonés ML, Estivill X (2001): Connexin 31 
(GJB3) is expressed in the peripheral and auditory nerves and causes neuropathy and 
hearing impairment. Hum Mol Genet; 10(9): 947-52 
Lukas RJ, Changeux JP, Le Novère N, Albuquerque EX, Balfour DJ, Berg DK, Bertrand D, 
Chiappinelli VA, Clarke PB, Collins AC, Dani JA, Grady SR, Kellar KJ, Lindstrom JM, Marks 





Current status of the nomenclature for nicotinic acetylcholine receptors and their subunits. 
Pharmacol Rev; 51(2):397-401 
Lutgendorf SK, Cole S, Costanzo E, Bradley S, Coffin J, Jabbari S, Rainwater K, Ritchie JM, 
Yang M, Sood AK (2003): Stress-related mediators stimulate vascular endothelial growth 
factor secretion by two ovarian cancer cell lines. Clin Cancer Res; 9(12):4514-21 
Maciag T, Kadish J, Wilkins L, Stemerman MB, Weinstein R (1982): Organizational behavior 
of human umbilical vein endothelial cells. J Cell Biol; 94(3):511-20 
Mackay D, Ionides A, Kibar Z, Rouleau G, Berry V, Moore A, Shiels A, Bhattacharya S 
(1999): Connexin46 mutations in autosomal dominant congenital cataract. Am J Hum Genet; 
64(5): 1357-64 
Marrelli A, Cipriani P, Liakouli V, Carubbi F, Perricone C, Perricone R, Giacomelli R (2011): 
Angiogenesis in rheumatoid arthritis: a disease specific process or a common response to 
chronic inflammation? Autoimmun Rev; 10(10):595-8 
Martin PE, Evans WH (2004): Incorporation of connexins into plasma membranes and gap 
junctions. Cardiovasc Res; 62(2):378-87 
Matsuuchi L, Naus CC (2013): Gap junction proteins on the move: connexins, the 
cytoskeleton and migration. Biochim Biophys Acta; 1828(1):94-108 
McBride PE (1992): The health consequences of smoking. Cardiovascular diseases. Med 
Clin North Am; 76(2):333-53 
McLachlan E, Shao Q, Wang HL, Langlois S, Laird DW (2006): Connexins act as tumor 
suppressors in three-dimensional mammary cell organoids by regulating differentiation and 
angiogenesis. Cancer Res; 66(20):9886-94 
Mehta PP, Hotz-Wagenblatt A, Rose B, Shalloway D, Loewenstein WR (1991): Incorporation 
of the gene for a cell-cell channel protein into transformed cells leads to normalization of 
growth. J Membr Biol; 124(3):207-25 
Mellitzer G, Xu Q, Wilkinson DG (1999): Eph receptors and ephrins restrict cell intermingling 
and communication. Nature; 400(6739):77-81 
Moller AM, Pedersen T, Villebro N, Munksgaard A (2003): Effect of smoking on early 





Mons, U. (2011): Tabakattributable Mortalität in Deutschland und in den deutschen 
Bundesländern – Berechnungen mit Daten des Mikrozensus und der Todesursachenstatistik. 
Gesundheitswesen 2011; 73, 238-246   
Moorby C, Patel M (2001): Dual functions for connexins: Cx43 regulates growth 
independently of gap junction formation. Exp Cell Res; 271(2):238-48 
Mori R, Power KT, Wang CM, Martin P, Becker DL (2006): Acute downregulation of 
connexin43 at wound sites leads to a reduced inflammatory response, enhanced 
keratinocyte proliferation and wound fibroblast migration. J Cell Sci; 119(Pt 24):5193-203 
Munger SJ, Kanady JD, Simon AM (2013): Absence of venous valves in mice lacking 
Connexin37. Dev Biol. 2013; 373(2):338-48 
Musil LS, Goodenough DA (1993): Multisubunit assembly of an integral plasma membrane 
channel protein, gap junction connexin43, occurs after exit from the ER. Cell; 74(6):1065-77 
Musil LS, Le AC, VanSlyke JK, Roberts LM (2000): Regulation of connexin degradation as a 
mechanism to increase gap junction assembly and function. J Biol Chem; 275(33):25207-15 
Nakajima M, Yamagishi S, Yamamoto H, Yamamoto T, Kuroiwa Y, Yokoi T (2000): Deficient 
cotinine formation from nicotine is attributed to the whole deletion of the CYP2A6 gene in 
humans. Clin Pharmacol Ther; 67(1):57-69 
Omori Y, Yamasaki H (1999): Gap junction proteins connexin32 and connexin43 partially 
acquire growth-suppressive function in HeLa cells by deletion of their C-terminal tails. 
Carcinogenesis; 20(10):1913-8 
Oyamada M, Takebe K, Oyamada (2013): Regulation of connexin expression by 
transcription factors and epigenetic mechanisms. Biochim Biophys Acta; 1828(1):118-33 
Palmer A, Klein R (2003): Multiple roles of ephrins in morphogenesis, neuronal networking, 
and brain function. Genes Dev.;17(12):1429-50 
Park SY, Kang JH, Jeong KJ, Lee J, Han JW, Choi WS, Kim YK, Kang J, Park CG, Lee HY 
(2011): Norepinephrine induces VEGF expression and angiogenesis by a hypoxia-inducible 
factor-1α protein-dependent mechanism. Int J Cancer; 128(10):2306-16 
Park YJ, Lee T, Ha J, Jung IM, Chung JK, Kim SJ (2008): Effect of nicotine on human 






Paulson AF, Lampe PD, Meyer RA, TenBroek E, Atkinson MM, Walseth TF, Johnson RG 
(2000): Cyclic AMP and LDL trigger a rapid enhancement in gap junction assembly through a 
stimulation of connexin trafficking. J Cell Sci; 113 ( Pt 17):3037-49 
Patan S (2000): Vasculogenesis and angiogenesis as mechanisms of vascular network 
formation, growth and remodeling. J Neurooncol; 50(1-2):1-15 
Pepper MS, Montesano R, Mandriota SJ, Orci L, Vassalli JD (1996): Angiogenesis: a 
paradigm for balanced extracellular proteolysis during cell migration and morphogenesis. 
Enzyme Protein; 49(1-3):138-62 
Pitha J, Hubáček JA, Pithová P (2010): The connexin 37 (1019C>T) gene polymorphism is 
associated with subclinical atherosclerosis in women with type 1 and 2 diabetes and in 
women with central obesity. Physiol Res; 59(6):1029-32 
Pittilo RM (2000): Cigarette smoking, endothelial injury and cardiovascular disease. Int J Exp 
Pathol; 81(4):219-30 
Postma FR, Hengeveld T, Alblas J, Giepmans BN, Zondag GC, Jalink K, Moolenaar WH 
(1998): Acute loss of cell-cell communication caused by G protein-coupled receptors: a 
critical role for c-Src. J Cell Biol; 140(5):1199-209 
Puranam KL, Laird DW, Revel JP (1993): Trapping an intermediate form of connexin43 in the 
Golgi. Exp Cell Res; 206(1):85-92 
Rehm, Hubert (2002): Der Experimenator: Proteinbiochemie/Proteomics, 4., überarbeitete 
Auflage. Spektrum Akademischer Verlag GmbH, Heidelberg und Berlin 
Rengo G, Zincarelli C, Femminella GD, Liccardo D, Pagano G, de Lucia C, Altobelli GG, 
Cimini V, Ruggiero D, Perrone-Filardi P, Gao E, Ferrara N, Lymperopoulos A, Koch WJ, 
Leosco D (2012): Myocardial β(2) -adrenoceptor gene delivery promotes coordinated cardiac 
adaptive remodelling and angiogenesis in heart failure. Br J Pharmacol; 166(8):2348-61 
Riah O, Dousset JC, Bofill-Cardona E, Courrière P (2000): Isolation and microsequencing of 
a novel cotinine receptor. Cell Mol Neurobiol; 20(6):653-64 
Risau W. (1997): Mechanism of Angiogenesis. Nature; 386: 671-674 
Roth L, Daunderer M, Korman K (1984): Giftpflanzen-Pflanzengifte: Vorkommen-Wirkung-





Russell MA, Jarvis M, Iyer R, Feyerabend C (1980): Relation of nicotine yield of cigarettes to 
blood nicotine concentrations in smokers. Br Med J; 280(6219):972-6 
Salameh A, Frenzel C, Boldt A, Rassler B, Glawe I, Schulte J, Mühlberg K, Zimmer HG, 
Pfeiffer D, Dhein S. (2006): Subchronic alpha- and beta-adrenergic regulation of cardiac gap 
junction protein expression. FASEB J; 20(2):365-7 
Salameh A, Krautblatter S, Karl S, Blanke K, Gomez DR, Dhein S, Pfeiffer D, Janousek J 
(2009): The signal transduction cascade regulating the expression of the gap junction protein 
connexin43 by beta-adrenoceptors. Br J Pharmacol; 158(1):198-208 
Saliez J, Bouzin C, Rath G, Ghisdal P, Desjardins F, Rezzani R, Rodella LF, Vriens J, Nilius 
B, Feron O, Balligand JL, Dessy C (2008): Role of caveolar compartmentation in 
endothelium-derived hyperpolarizing factor-mediated relaxation: Ca2+ signals and gap 
junction function are regulated by caveolin in endothelial cells. Circulation; 117(8):1065-74 
Sandow SL, Tare M, Coleman HA, Hill CE, Parkington HC (2002): Involvement of 
myoendothelial gap junctions in the actions of endothelium-derived hyperpolarizing factor. 
Circ Res; 90(10):1108-13 
Sarieddine MZ, Scheckenbach KE, Foglia B, Maass K, Garcia I, Kwak BR, Chanson M 
(2009): Connexin43 modulates neutrophil recruitment to the lung. J Cell Mol Med; 13(11-
12):4560-70 
Savage SM, Donaldson LA, Cherian S, Chilukuri R, White VA, Sopori ML (1991): Effects of 
cigarette smoke on the immune response. II. Chronic exposure to cigarette smoke inhibits 
surface immunoglobulin-mediated responses in B cells. Toxicol Appl Pharmacol; 111(3):523-
9 
Schmitz, Sabine (2007): Der Experimentator: Zellkultur, 1. Auflage. Elsevier GmbH, 
München 
Schubert AL, Schubert W, Spray DC, Lisanti MP (2002): Connexin family members target to 
lipid raft domains and interact with caveolin-1. Biochemistry; 41(18):5754-64 
Schuller HM, Al-Wadei HA (2010): Neurotransmitter receptors as central regulators of 
pancreatic cancer. Future Oncol; 6(2):221-8 
Shao Q, Wang H, McLachlan E, Veitch GIL, Laird DW (2005): Down-regulation of Cx43 by 
Retroviral Delivery of Small Interfering RNA Promotes an Aggressive Breast Cancer Cell 





Shin VY, Wu WK, Ye YN, So WH, Koo MW, Liu ES, Luo JC, Cho CH (2004): Nicotine 
promotes gastric tumor growth and neovascularization by activating extracellular signal-
regulated kinase and cyclooxygenase-2. Carcinogenesis; 25(12):2487-95 
Sigma-Aldrich (2009a): http://www.sigmaaldrich.com/catalog/genes/GJA1 (Stand 
31.03.2014) 
Sigma-Aldrich (2009b): http://www.sigmaaldrich.com/catalog/genes/GJA3 (Stand 
31.03.2014) 
Sigma-Aldrich (2009c): http://www.sigmaaldrich.com/catalog/genes/GJA5 (Stand 
31.03.2014) 
Sigma-Aldrich (2009d): http://www.sigmaaldrich.com/life-science/functional-genomics-and-
rnai/sirna/predesigned-guarantee.html (Stand 31.03.2014) 
Simon AM, McWhorter AR (2002): Vascular abnormalities in mice lacking the endothelial gap 
junction proteins connexin37 and connexin40. Dev Biol; 251(2):206-20 
Simon AM, McWhorter AR (2003a): Decreased intercellular dye-transfer and downregulation 
of non-ablated connexins in aortic endothelium deficient in connexin37 or connexin40. J Cell 
Sci; 116(Pt 11):2223-36  
Simon AM, McWhorter AR (2003b): Role of connexin37 and connexin40 in vascular 
development. Cell Commun Adhes; 10(4-6):379-85 
Singh S, Pillai S, Chellappan S (2011): Nicotinic acetylcholine receptor signaling in tumor 
growth and metastasis. J Oncol; 2011:456743 
Söhl G, Willecke K (2004): Gap junctions and the connexin protein family. Cardiovasc Res; 
62(2): 228-32 
Spath C, Schlegel F, Leontyev S, Mohr FW, Dhein S (2013): Inverse Relationship between 
Tumor Proliferation Markers and Connexin Expression in a Malignant Cardiac Tumor 
Originating from Mesenchymal Stem Cell Engineered Tissue in a Rat in vivo Model. Front 
Pharmacol; 4:42 
Statistisches Bundesamt (2011): Fragen zur Gesundheit. Mikrozensus 2011, Wiesbaden  
Staton CA, Reed MW, Brown NJ (2009): A critical analysis of current in vitro and in vivo 





Strale PO, Clarhaut J, Lamiche C, Cronier L, Mesnil M, Defamie N (2012): Down-regulation 
of connexin43 expression reveals the involvement of caveolin-1 containing lipid rafts in 
human U251 glioblastoma cell invasion. Mol Carcinog; 51(11):845-60 
Su V, Cochrane K, Lau AF (2012): Degradation of connexins through the proteasomal, 
endolysosomal and phagolysosomal pathways. J Membr Biol; 245(7):389-400  
Thaker PH, Han LY, Kamat AA, Arevalo JM, Takahashi R, Lu C, Jennings NB, Armaiz-Pena 
G, Bankson JA, Ravoori M, Merritt WM, Lin YG, Mangala LS, Kim TJ, Coleman RL, Landen 
CN, Li Y, Felix E, Sanguino AM, Newman RA, Lloyd M, Gershenson DM, Kundra V, Lopez-
Berestein G, Lutgendorf SK, Cole SW, Sood AK (2006): Chronic stress promotes tumor 
growth and angiogenesis in a mouse model of ovarian carcinoma. Nat Med; 12(8):939-44 
Tomanek RJ (1989): Sympathetic nerves modify mitochondrial and capillary growth in 
normotensive and hypertensive rats. J Mol Cell Cardiol; 21(8):755-64 
Tsai CH, Yeh IH, Tian TY,  Lee YN, Lu CS, Ko YS (2004): Down-regulating effect of nicotine 
on connexin43 gap junctions in human umbilical vein endothelial cells is attenuated by 
statins. Eur J Cell Biol; 82(12):589-95 
Tsuchida S, Arai Y, Kishida T, Takahashi KA, Honjo K, Terauchi R, Inoue H, Oda R, Mazda 
O, Kubo T (2012): Silencing the expression of connexin 43 decreases inflammation and joint 
destruction in experimental arthritis. J Orthop Res; 31(4):525-30 
Tyml K (2011): Role of connexins in microvascular dysfunction during inflammation. Can J 
Physiol Pharmacol; 89(1):1-12 
Uchida Y, Matsuda K, Sasahara K, Kawabata H, Nishioka M (1995): Immunohistochemistry 
of gap junctions in normal and diseased gastric mucosa of humans. Gastroenterology; 
109(5): 1492-6 
Unwin PN, Zampighi G (1980): Structure of the junction between communicating cells. 
Nature; 283(5747): 545-9 
Van Rijen H, van Kempen MJ, Analbers LJ, Rook MB, van Ginneken AC, Gros D, Jongsma 
HJ (1997): Gap junctions in human umbilical cord endothelial cells contain multiple 
connexins. Am J Physiol; 272: C117-130 
van Rijen HV, van Kempen MJ, Postma S, Jongsma HJ (1998): Tumour necrosis factor 
alpha alters the expression of connexin43, connexin40, and connexin37 in human umbilical 





VanSlyke JK, Musil LS (2002): Dislocation and degradation from the ER are regulated by 
cytosolic stress. J Cell Biol; 157(3):381-94 
VanSlyke JK, Musil LS (2005): Cytosolic stress reduces degradation of connexin43 
internalized from the cell surface and enhances gap junction formation and function. Mol Biol 
Cell; 16(11):5247-57 
Veenstra RD, Wang HZ, Beblo DA, Chilton MG, Harris AL, Beyer EC, Brink PR (1995): 
Selectivity of connexin-specific gap junctions does not correlate with channel conductance. 
Circ Res; 77(6):1156-65 
Vinken M, De Rop E, Decrock E, De Vuyst E, Leybaert L, Vanhaecke T, Rogiers V (2009): 
Epigenetic regulation of gap junctional intercellular communication: more than a way to keep 
cells quiet? Biochim Biophys Acta; 1795(1):53-61.  
Walker DL, Vacha SJ, Kirby ML, Lo CW (2005): Connexin43 deficiency causes dysregulation 
of coronary vasculogenesis. Dev Biol; 284(2):479-98 
Wang HH, Kung CI, Tseng YY, Lin YC, Chen CH, Tsai CH, Yeh HI (2008): Activation of 
endothelial cells to pathological status by down-regulation of connexin43. Cardiocasc Res; 
79(3):509-18 
Wang Q, Zhu X, Xu Q, Ding X, Chen YE, Song Q (2005): Effect of C-reactive protein on 
gene expression in vascular endothelial cells. Am J Physiol Heart Circ Physiol; 288(4): 
H1539-45 
Wang Y, Pereira EF, Maus AD, Ostlie NS, Navaneetham D, Lei S, Albuquerque EX, Conti-
Fine BM (2001): Human bronchial epithelial and endothelial cells express alpha7 nicotinic 
acetylcholine receptors. Mol Pharmacol ;60(6):1201-9 
Warner AE, Guthrie SC, Gilula NB (1984): Antibodies to gap-junctional protein selectively 
disrupt junctional communication in the early amphibian embryo. Nature; 311(5982): 127-31 
Wayakanon P, Bhattacharjee R, Nakahama K, Morita I (2012): The role of the Cx43 C-
terminus in GJ plaque formation and internalization. Biochem Biophys Res Commun; 
420(2):456-61 
Willecke K, Eiberger J, Degen J, Eckardt D, Romualdi A, Güldenagel M, Deutsch U, Söhl G 
(2002): Structural and functional diversity of connexin genes in the mouse and human 





Yamaguchi E, Okazaki N, Itoh A, Abe S, Kawakami Y, Okuyama H (1989): Interleukin 1 
production by alveolar macrophages is decreased in smokers. Am Rev Respir Dis; 
140(2):397-402 
Yeager M, Nicholson BJ (1996): Structure of gap junction intercellular channels. Curr Opin 
Struct Biol; 6(2): 183-92 
Zhang S, Day I, Ye S (2001): Nicotine induced changes in gene expression by human 
coronary artery endothelial cells. Atherosclerosis; 154(2):277-83 
Zhang YW, Nakayama K, Nakayama K, Morita I (2003): A novel route for connexin 43 to 
inhibit cell proliferation: negative regulation of S-phase kinase-associated protein (Skp 2). 
Cancer Res; 63:1623-1630 
Zhu BQ, Heeschen C, Sievers RE, Karliner JS, Parmley WW, Glantz SA, Cooke JP (2003): 
Second hand smoke stimulates tumor angiogenesis and growth. Cancer Cell; 4(3):191-6 
Zilberman D, Cao X, Jacobsen SE (2003): ARGONAUTE4 control of locus-specific siRNA 
accumulation and DNA and histone methylation. Science; 299(5607):716-9  
Zygmunt M, Herr F, Münstedt K, Lang U, Liang OD (2003): Angiogenesis and 





Erklärung über die eigenständige Abfassung der Arbeit 
Hiermit erkläre ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbständig und ohne unzulässige Hilfe 
oder Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Ich versichere, 
dass Dritte von mir weder unmittelbar noch mittelbar geldwerte Leistungen für Arbeiten 
erhalten haben, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten Dissertation stehen, 
und dass die vorgelegte Arbeit weder im Inland noch im Ausland in gleicher oder ähnlicher 
Form in einer anderen Prüfungsbehörde zum Zweck einer Promotion oder eines anderen 
Prüfungsverfahrens vorgelegt wurde. Alles aus anderen Quellen und von anderen Personen 
übernommene Material, das in der Arbeit verwendet wurde oder auf das direkt Bezug 
genommen wird, wurde als solches kenntlich gemacht. Insbesondere wurden alle Personen 
genannt, die direkt an der Entstehung der vorliegenden Arbeit beteiligt waren. 
 
 
……………………..     ..............…….………………………………. 






Publikationen in Zusammenhang mit dieser Dissertation 
 
Gärtner C, Ziegelhöffer B, Kostelka M, Stepan H, Mohr FW, Dhein S (2012): Knock-down of 
endothelial connexins impairs angiogenesis. Pharmacol Res; 65(3):347-57 
Duerrschmidt N, Hagen A, Gaertner C, Wermke A, Nowicki M, Spanel-Borowski K, Stepan 
H, Mohr FW, Dhein S (2012): Nicotine effects on human endothelial intercellular 
communication via α4β2 and α3β2 nicotinic acetylcholine receptor subtypes. Naunyn 







Mein besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. med. Dhein für die Übertragung des Themas der 
Dissertation. Ich möchte mich für die stetige Unterstützung und freundliche Betreuung bei 
der Durchführung der Arbeit sowie die vielen Gespräche und Ratschläge bedanken.  
Weiterhin danke ich Herrn Prof. Dr. med. Mohr für die Möglichkeit, die Doktorarbeit am 
Herzzentrum Leipzig in der Abteilung Herzchirurgie anfertigen zu können und für die 
Bereitstellung des Arbeitsplatzes und technischer Geräte.  
Außerdem danke ich der Konrad Adenauer Stiftung und pro cordis e.V. für die finanzielle und 
ideele Förderung während des Studiums und der Forschungszeit. 
Ein weiterer Dank gilt den Mitarbeitern der Arbeitbeitsgruppe der Abteilung Herzchirurgie, die 
zum Gelingen der Arbeit beigetragen haben, insbesondere Frau Dr.Barbara Ziegelhöffer. 
Schließlich danke ich meiner Familie, insebsondere meinem lieben Ehemann Matthias, und 
meinen Freunden, die mich bei meinem Studium und der Doktorarbeit unterstützt und mir 
stets mit viel Geduld zur Seite gestanden haben. 
